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RÉSUMÉ
Les mécanismes de <f gating » déterminant l’influx calcique à travers
les canaux calciques activés par la dépolarisation (canaux HVA) sont très
peu connus. La cristallisation de la structure de quelques canaux
potassiques et l’identification de la mutation 11811L au niveau du segment
IVS6 du canal calcique Cav2.1 impliquée dans la migraine hémiplégique
familiale de type 1 (MHF1), suggèrent un rôle important du segment IVS6
dans les propriétés biophysiques des canaux calciques. Dans le but
d’élucider le rôle de cette région, nous avons muté le résidu 11721 du canal
Cav2.3 équivalent au résidu 11811 du canal Cav2.1 par des résidus de
propriétés physicochimiques (hydrophobicité, charge, polarité et taille)
différentes. Les mutations du résidu 11721 (A, E, G, H, L, P, T, V) même la
plus conservatrice 11721 L, affectent les propriétés d’inactivation en déplaçant
le potentiel de mi-inactivation vers des potentiels plus négatifs (de —10 à —40
mV) que celui observé pour le canal Cav2.3 sauvage dans les mêmes
conditions. Le résidu 11721 faisant partie d’un motif hydrophobe (VAVIM)
strictement conservé au niveau de tous les canaux calciques de type HVA,
nous avons proposé que ce motif joue un rôle important dans le « gating »
des canaux calciques. Les résultats que nous avons obtenus appuient cette
hypothèse. En effet, la mutation en glycine de chacun des résidus (V1718G,
A1719G, V1720G, 11721G, and M1722G) affectent la dépendance en
voltage de l’activation et de l’inactivation et ainsi que les cinétiques
d’inactivation du canal. Les cinétiques d’inactivation des mutants A1719G et
Vi 720G sont ralenties comparativement à celles du canal sauvage, tandis
que les cinétiques des mutants 11721G et M1722G sont accélérées. Le
mutant VI 718G n’a aucun effet significatif sur l’inactivation du canal. Nous
avons ensuite testé les mutants en l’absence de la sous-unité Cav133 pour en
examiner l’importance dans les effets observés. Nos résultats montrent que
même en absence de la sous-unité Cav133, les propriétés biophysiques de la
sous-unité Cavai du canal Cav2.3 sont significativement altérées par rapport
iv
à celles de la sous-unité Cavai de type sauvage, ce qui indique un rôle
critique du motif VAVIM du segment IVS6 dans le processus de « gating »
des canaux calciques Cav2.3 activés par la dépolarisation.
Mots Clés : «gating », canaux potassiques, inactivation, cinétiques des
canaux calciques, migraine hémiplégique familiale de type 1 (MHF1),
Cav2.3, Caf33, segment IVS6; motif VAVIM
VABSTRACT
The molecular mechanisms underlying calcium influx through high
voltage activated (HVA) calcium channels have yet to be fully elucidated. The
crystal structures of several potassium channels as well as the identification
0f mutant 11811L in segment IVS6 0f the Cav2.1 channel causing familial
hemiplegic migraine type I (FHMI), suggest a key role of segment IVS6 in
the gating properties of these calcium channels. In the present study we
investigated the role of this segment in the activation and inactivation
properties 0f the Cav2.3 channel. Substitutions of the 11721 residue in
Cav2.3, corresponding to 11811 in Cav2.1, by residues of different
physico-chemical properties (hydrophobic, charge, polarity and size) yielded
whole-cell currents with altered gating properties. AIl mutations of the 11721
position tested in this study (A, E, G, H, L, P, T, V), including the
conservative 11721 L mutation, shifted the voltage dependence of inactivation
to more negative potentials (from -10 to -40 mV) compared with the
wild-type Cav2.3 channel under the same conditions. Since 11721 is localized
in a hydrophobic sequence (VAVIM) strictly conserved in ail HVA calcium
channels, we further investigated the role 0f these neighboring residues in
the gating of Cav2.3. Glycine substitution at each of these positions
(V1718G, A1719G, V1720G, 11721G, and M1722G) altered significantly the
voltage dependence of activation and inactivation. In addition, the
inactivation kinetics of the A1719G and V1720G mutants was decreased as
compared to that of the wild-type channel whereas the kinetics of 11721G
and the M1722G were faster. The V1718G channel inactivated like the wild
type channel The altered gating properties remained significantly different in
the absence of the Cav33 subunit suggesting that the VAVIM iocus in
segment IVS6 of the Cavai subunit plays a key role in the gating of the high
voltage activated Cav2.3 calcium channel.
vi
Key words: gating, potassium channels, inactivation, kinetics calcium
channels, familial hemiplegic migraine type 1 (FHM1), Cav2.3, Cav133, IVS6
segment, VAVIM sequence
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I. INTRODUCTION
1.1 L’homéostasie calcique intracellulaire
L’ion calcium (Ca2) est l’agent de signalisation cellulaire le plus
versatile et universel du corps humain. En effet, le calcium joue un rôle de
second messager intracellulaire dans une grande variété de fonctions
cellulaires comme la contraction, la transcription des gènes, la sécrétion
hormonale, la libération de neurotransmetteurs, l’activité rythmique cardiaque
et l’activation de nombreuses enzymes (Klugbauer et al., 2003).
En conditions de repos, la concentration de calcium libre dans le
cytosol est maintenue à des niveaux très faibles (0.1 à 2 pM) par rapport à la
concentration de calcium extracellulaire (1 à 2 mM). Les mécanismes
contrôlant l’entrée du Ca2 dans le cytoplasme incluent les canaux calciques
membranaires et les canaux calciques intracellulaires. Il existe trois
catégories de canaux calciques membranaires (Berridge et al., 2003):
- les canaux calciques activés par la dépolarisation (VDCC): présents
essentiellement dans les cellules excitables comme les neurones et les
cellules musculaires. Lorsque la membrane est à son potentiel de repos, ces
canaux sont fermés; sous l’effet d’une dépolarisation, ils s’ouvrent et le
calcium entre dans la cellule suivant le gradient électrochimique.
- Les canaux calciques « receptor-operated» (ROC): présents surtout au
niveau des neurones et des cellules musculaires lisses, Ils sont activés en
réponse aux neurotransmetteurs.
- Les canaux calciques «stock-operated» (SOC) : sont abondants dans les
cellules non excitables, Ils s’ouvrent lorsque les réserves internes du
réticulum endoplasmique sont épuisées en Ca2.
2Les principales réserves internes sont constituées du réticulum endo
ou sarcoplasmique et des mitochondries. Au niveau du réticulum endo- ou
sarcoplasmique, le Ca2 est libéré via l’activation de deux familles de canaux
les récepteurs canaux de la ryanodine (RyR), et les récepteurs canaux de
l’inositol-l, 4, 5-triphosphate (Insi ,4,5-P3) permettant le relargage du Ca2
dans toutes les cellules. En réponse à l’action de différents agents
(neurotransmetteurs, hormones), la phopholipase C (PLC) catalyse
l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4, 5 biphosphate (Ptdlns(4,5)P2) en
diacylglycérol et en Ins(1,4,5)P3 qui activera ses récepteurs au niveau du
réticulum endoplasmique et entraînera le relargage de Ca2 (Baritt, 1999). Le
rôle des mitochondries dans l’homéostasie calcique est moins bien connu.
Mais ces dernières années, des études ont démontré que les mitochondries
sont capables de capter du Ca2 durant les signaux calciques évoqués par
les agonistes extracellulaires et qu’elles sont capables également de libérer
ce Ca2 de façon lente et continue (Pozzan et al., 2000).
L’homéostasie calcique est définie comme le maintien de la
concentration en calcium cytoplasmique [Ca2] à son niveau basal. Pour
survivre, la cellule doit donc être aussi équipée de systèmes permettant
l’expulsion rapide du Ca2 vers l’extérieur, car une trop grande augmentation
du calcium libre est toxique pour la cellule et entraîne la mort cellulaire. Il
existe plusieurs systèmes responsables de l’expulsion du Ca2 hors de la
cellule. Les principaux sont : les échangeurs NaICa2 et les pompes
calcium-ATPases (Blaustein et al., 2002).
L’échangeur NaICa2 est un mécanisme d’expulsion du Ca2
particulièrement bien développé dans les cellules excitables comme les
cellules cardiaques, les cellules musculaires, les neurones, et les cellules f3
pancréatiques (Van Eylen, 1997). Le gradient de concentration des ions Na
de part et d’autre de la membrane plasmique, en association avec le
potentiel membranaire, constituent la force motrice pour le transport du Ca2.
3C’est l’entrée de Na dans la cellule selon un gradient électrochimique
favorable, qui fournit l’énergie au transport du Ca2 vers l’extérieur de la
cellule.
Les pompes Ca2-ATPase sont localisées aussi bien sur la membrane
plasmique que sur la membrane du réticulum. Elles appartiennent à la famille
des ATPases de type P, assurant le transport d’ions. Le transport est actif,
utilisant l’énergie sous forme d’ATP pour permettre l’expulsion du Ca2 du
cytoplasme contre son gradient électrochimique.
1.2 Les canaux calciques activés par la dépotarisation membranaïre
Sur la base de leurs propriétés électrophysiologiques et
pharmacologiques, les différents types de canaux calciques voltage-
dépendants peuvent être classés en deux catégories selon leur seuil
d’activation: les canaux LVA («10w voltage activated») dit de bas seuil et les
canaux HVA (<‘high voltage activated») dit de haut seuil (Davila, 1999). Dans
les conditions physiologiques, leur sélectivité relative pour le calcium par
rapport aux cations monovalents est très grande, avec des rapports de
perméabilité > 1000 (Ca2IK, Ca 2/Na ). Mais en absence de calcium, ou
à faible concentration, les canaux calciques laissent passer des ions
monovalents (Jones, 1998).
1.2.1 Les canaux de type LVA
Les courants calciques de type T (< transient ») des canaux LVA ont
pour la première fois été découverts dans les neurones du ganglion dorsal et
dans les myocytes cardiaques. Les canaux LVA sont activés par de faibles
dépolarisations (-70 mV) et leur inactivation est très rapide (20-60 ms). Ils
sont inhibés par le nickel (lC5o= 4 pM) et le kurtoxine (lC5o= 350 nM) (Sidach
et Mintz, 2002 ; Nikonenko et al., 2005). Le Nickel est un métal divalent
4inorganique, possédant une flexibilité géométrique dans les solutés aqueux
qui leur permet des liaisons stables avec de nombreux résidus d’acides
aminés. Ceci permettrait aux ions Ni2 de s’introduire dans le site de liaison
du canal (McFarlane et Gilly, 1998). Le Kurtoxine est un peptide de 63
résidus purifié du venin du scorpion Parabuthus transvaa/icus, qui en se liant
sur la boucle S3-S4 du domaine IV modifie préférentiellement le « gating »
des canaux neuronaux. Sa sélectivité envers le canal calcique de type T
n’est pas absolue, puisque les canaux sodiques sont également inhibés par
le kurtoxine. Le mibéfradil est aussi un inhibiteur des canaux de type T
(1C50—lOOnM). C’est un dérivé tétralol de 568,56 Da, indiqué dans le
traitement de l’hypertension et de l’angine grâce à une vasodilatation
périphérique, une légère diminution de la fréquence cardiaque et une
vasodilatation sélective des coronaires (Mishra et Hermsmeyer, 1994).
Cependant, à des concentrations de l’ordre du micromolaire, il inhibe aussi
les canaux de type HVA (Jimenez et al., 2000 ; Bernatchez et al., 2001)
1.2.2 Les canaux de type HVA
Les canaux de la famille HVA sont activés par des dépolarisations
élevées (seuil à -30 ou —20 mV) et engendrent des courants qui s’inactivent
généralement plus lentement. Ce sont des canaux à haut seuil. Il existe
différents types de canaux calciques HVA classés: L, N, P, Q et R.
De tous les canaux calciques activés par la dépolarisation, les canaux
de type L (« long lasting ») sont ceux qui sont les mieux caractérisés. Le rôle
essentiel de ces canaux est le couplage excitation-contraction des cellules
squelettiques, cardiaques, et des cellules du muscle lisse, mais ces canaux
sont également exprimés au niveau des neurones et des cellules endocrines
où ils participent à des processus cellulaires comme la relâche de
neurotransmetteurs et d’hormones, la transcription de gènes et participent à
l’activation d’autres canaux ioniques (Lipscombe et al., 2004). Du point de
5vue pharmacologique, les canaux de type L sont caractérisés par leur
sensibilité aux dihydropyridines (DHP), des composés organiques
comprenant des antagonistes comme la nifédipine et des agonistes comme
le BayK 8644 (EC50 = 17.3 nM) (Zhorov et al., 2001). La Nifédipine est une
molécule de 346,3 Da, prescrite dans le traitement de l’hypertension
artérielle et de l’angine de poitrine. Suite à l’inhibition du flux calcique par la
nifédipine, il y a un relâchement de la contraction du muscle cardiaque ou du
muscle lisse vasculaire. Le BayK 8644 est une molécule de 356,3 Da,
contribue à l’entrée du flux calcique suite à son effet sur le prolongement
d’ouverture du canal. Contrairement à la nifédipine, le BayK 8644 a la
propriété de stimuler la contraction du muscle cardiaque ou du muscle lisse
et au niveau de la membrane présynaptique, il est responsable de la relâche
de neurotransmetteurs (Zhorov et aI., 2001). Les canaux de type L sont
également inhibés par des toxines comme la calcicludine t1C50 = 200 pM) et
la calciseptine (1C50= 2 pM). La Calcicludine est purifiée du venin du serpent
Dendroaspis angusticeps, composée de 60 acides aminés avec six résidus
cystéines formant trois ponts disulfures. Elle inhibe les canaux d’une variété
de cellules excitables en obstruant le pore, avec une plus haute affinité pour
les canaux des cellules granulaires du cortex cérébelleux. La Calciseptine
est le venin du serpent Dendroa5pis p.poy/epsis, composée de 60 résidus
avec 8 cystéines formant 4 ponts disulfures. C’est un relaxant du muscle
lisse et un inhibiteur des contractions cardiaques (Schweitz et aI., 1994;
Garcia et al., 2001).
Dans de nombreux neurones, l’influx de calcium par les canaux de
type N contrôle la libération de neurotransmetteurs. Ces canaux sont
insensibles aux dihydropyridines mais sont inhibés par la u-conotoxine
(u -CgTx)-GVIA (1C50=10 tm), une toxine basique isolée du venin du cône
marin Conus geographus, composée de 27 acides aminés avec six résidus
cystéines formant trois ponts disulfures. La toxine, par l’intermédiaire du
résidu lysine à la position 2 obstrue physiquement le pote du canal en se
6liant sur la région S5-S6 du domaine III (Mon et al., 2002). Les courants
calciques de type N peuvent se distinguer par leur dépendance en voltage
intermédiaire (-20 mV) et une inactivation plus rapide (50-80 ms) que le
canal de type L (>500 ms) mais plus lente que les canaux de la famille LVA
(20-60 ms) (détails plus bas) (Caterall, 2000).
À l’origine, les canaux de type P et de type Q ont été localisés
respectivement dans les cellules de Purkinje et les cellules granulaires du
cervelet, mais aujourd’hui ces canaux ont été identifiés dans la plupart des
neurones centraux (LImas et al., 1989 ; Randal et Tsien, 1995). Leur
localisation au niveau des terminaisons nerveuses leur permet de contrôler
la relâche de neurotransmetteurs. Ces deux types de canaux sont générés à
partir du même gène par épissage alternatif. Les courants de type P sont
identifiés par leur inhibition à de faibles concentrations (IC50»-’2 nM) de la
toxine u-agatoxine IVA et sont inactivés lentement (> 500 ms), tandis que
les courants de type Q sont sensibles à des concentrations plus élevées
(lC5o100 nM) de la toxine u-agatoxine IVA et leur taux d’inactivation est
plus rapide (‘-‘lOO ms). La toxine w-Agatoxine IVA est le venin de l’araignée
Agelenopsis aperta qui est composée de 48 résidus avec huit résidus
cystéines formant quatre ponts disulfures. La structure de la toxine révèle la
présence de trois résidus arginine aux positions 21, 23 et 39 qui seraient
importants pour la liaison de la toxine au Glu 1658 situé dans les segments
S3-S4 du domaine IV pour modifier les propriétés de «gating» du canal
(Mintz et al., 1992; Wheeler et al., 1994 et Waterman et al., 1999).
Les courants calciques de type R, pour (f resistant HVA calcium
current », sont résistants aux inhibiteurs des canaux de type L, N et P/Q
mais sensibles à la toxine SNX-482 t1C50 =30 nM) isolée du venin de la
tarantule Hysterocrates gigas. C’est une molécule de 4495,07 Da,
composée de 41 résidus, en majorité hydrophobes, avec six cystéines
formant trois ponts disulfures. La toxine se lie aux régions S3-S4 des
7domaines III et IV pour inhiber le «gating » d’activation des canaux (Bourinet
et al., 2001). L’inactivation des canaux R se produit plus rapidement que
celle des canaux de type N et P/Q mais plus lentement que celle des canaux
de la famille LVA. Ils sont présents au niveau des terminaisons nerveuses et
jouent un rôle dans la libération de neurotransmetteurs, quoique moindre que
celui des canaux de type N et P/Q (Tottene et al., 2000 ; Trimmer et Rhodes,
2004 et Kamp et aI, 2005).
Activation Type de Cinétiques Sensibilité Sensibilité à
courant d’inactivation pharmacologique des toxines
(Inhibiteurs de
synthèse)
Mibefradil
LVA type T rapide Amiloride Kurtoxine
Di hyd ropyrid j ne
(+1-)
Dihydropyridine Calcicludine
HVA type L lente Benzothiazepines Calciseptine
P hé nyl al kyl amines
w-conotoxine
HVA type N lente GVIA ++
w-conotoxine
MVIIC +
o-agatoxine-IVA
HVA type P/Q lente ++
o-conotoxine
MVIIC
+
HVA type R rapide SNX-482
Tableau I : Familles de canaux calcigues activés par la dépolarisation
mem bran ai te.
Ils sont classés selon leurs propriétés électrophysiologiques et
pharmacologiques les canaux calciques de type T sont des canaux “bas
8seuil
“ (« 10w voltage activated »), activés par de faibles dépolarisations
membranaires, alors que des dépolarisation plus fortes sont nécessaires
pour activer les canaux de type HVA (« high voltage activated »).
1.3 Structure des canaux calciques activés par la dépolarisation
La majorité des canaux calciques sont composés de plusieurs
protéines (sous-unités) formant un complexe hétérooligomérique qui traverse
la membrane plasmique (Figurel). Alors que les sous-unités Cavai (formant
le pore) déterminent le type de courant produit, les sous-unités accessoires
jouent un rôle important dans la modulation de chaque type de courant
calcique voltage-dépendant. Il existe trois sous-unités accessoires: la sous-
unité Cava26, constituée de deux protéines, un membranaire et l’autre
extracellulaire, liés par des pont disulfures et codés par le même gène, la
sous-unité Cavf3, cytosolique, et la sous-unité Cavy, membranaire.
pi
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Figure I Organisation structurale des cinq sous-unités constituant les
canaux calciques activés par la dépolarisation.
9Les sous unités Cavai, Cava2/ et Cary sont transmembranaires alors que
la sous-unité Cav3 est cytoplasmique. Les flèches indiquent des sites
d’interaction entre les sous-unités. Le site d’interaction entre la sous-unité
Cavai et Cay n’est pas encore determiné (Modifié de Walker et De Waard,
1998).
1.3.1 La sous-unité Cavai
La sous-unité Cavai est la sous-unité principale et la plus
volumineuse avec un poids moléculaire de 170-250 kDa. Elle est formée de
quatre domaines homologues (l-IV) eux même organisés en six (Si-S6)
hélices o transmembranaires, qui sont reliées par des boucles intracellulaires
et extracellulaires (Doering et Zamponi, 2003) (Figure 2). Le pore de
conduction, la sélectivité aux ions Ca2, le détecteur de voltage, les sites de
régulation des sous-unités Gfry des protéines G, des seconds messagers,
des drogues, et des toxines sont situés au niveau de cette sous-unité. Le
quatrième segment (S4) transmembranaire de chaque domaine contient, au
sein d’une région hautement hydrophobe, plusieurs residus chargés
positivement. Le segment S4 constitue le détecteur de voltage pour
l’activation. En réponse à une dépolarisation de la membrane, les résidus
chargés positivement se déplacent, induisant un changement de
conformation de la protéine ce qui permet l’ouverture du pore (Kim et al.,
1993). Les quatres boucles entre les différents segments S5 et S6 forment le
pore du canal. Dans les canaux HVA, la sélectivité du canal pour le calcium
repose sur la présence dans ce pore d’un anneau de quatres résidus
glutamate EEEE (un par domaine) chargés négativement qui projettent leurs
groupement carboxyles dans la lumière du pote (Yang et aI., 1993; Patent et
Gopalakrishnan, 1995; Seifert et al., 1999, Wu et al., 2000). Le modèle de
diffusion des ions prédisait que le passage du calcium à travers le canal était
défini par la présence de deux sites de liaison au calcium de haute affinité
10
dans le pote. Ainsi, à faible concenttation, un seul des deux sites est ocupé,
et le calcium est retenu. À forte concentration, les deux sites sont occupés : il
y a répulsion électrostatique, ce qui réduit le temps de liaison des ions, et
produit un flux calcique (Almers et McCleskey,1984; Hess et Tsien,1984).
Toutefois, des études mutationnelles du locus EEEE ont montré que la
simple mutation d’un glutamate par une lysine abolissait complètement l’état
où le canal est imperméable à tout cation. Cette observation indique qu’il n’y
a pas de site de haute affinité pour le calcium autre que celui défini par les
quatre glutamates (Yang et colI., 1993; Ellinor et colI., 1995). Dans les
canaux LVA, la sélectivité est déterminée par le locus EEDD où deux
glutamates sont substitués par deux aspartates (Talavera et aI., 2001).
Détecteur de
voltage
Doiain I
N
Figure 2: Structure secondaire prédite de la sous-unité Cavai des
canaux calcigues activés par le potentiel.
La sous-unité Cava1 est composée de quatre domaines homologues formant
le pore du canal. Chaque domaine est composé de six segments
Filtre de sçlectivïté Sites de lïaïsons pour
/ les toxi es
/
Do main H / Domain HI --ain IV
rnm
A
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transmembranaires (Si-S6). Le filtre de sélectivité du canal se trouve au
niveau des boucles S5 et S6 de chaque domaine. Le segment
transmembranaire S4 contient une série de résidus chargés positivement qui
forme le détecteur de voltage du canal. La sous-unité Cavr3 interagit avec le
domaine AID situé dans la boucle l-Il par l’intermédiaire de son domaine
guanylate kinase. Les sites d’interactions avec la protéine G, les sites de
phosphorylation et les sites de liaisons pour les toxines sont également
montrés sur le schéma (Modifié de Jones, 2002 ; Stotz et Zamponi, 2001).
1.3.2 Diversité moléculaire
Des études de clonage moléculaire et d’expression fonctionnelle ont
pu identifier jusqu’à dix gènes codant la sous-unité principale Cavai. Chaque
sous-unité Cavai présente des propriétés fonctionnelles distinctes mais
également une expression tissulaire précise (Tableau II). Ces différentes
sous-unités sont regroupées en trois familles phylogénétiquement distinctes:
Cavi, Cav2 et Cav3. Ce système de nomenclature est basé sur le symbole
chimique de l’ion calcium (Ca) et sur le voltage (V) qui est le régulateur
physiologique. La famille Cavi comprend les canaux à haut seuil d’activation
de type L pour lesquels les produits de quatre gènes ont été identifiés: les
sous-unités CavaiC, CaaiD, CavaiS et CavaiF. La deuxième famille,
Cav2, est composée par les sous-unités CavalA, CavalB, et CavalE qui
codent respectivement pour les canaux à haut seuil d’activation de type P et
Q, de type N et de type R. Finalement, la famille Cav3 correspond aux
canaux calciques à bas seuil d’activation de type T. Les trois sous-unités
codant pour les canaux de type T sont Cavai G, Cavai H, et Cavail (Tableau
Il). L’homologie de séquence des sous-unités Cavai est identique à 70 %
entre les sous-unités d’une même famille, mais elle est souvent inférieure à
50 % entre différentes familles (Figure 3) (Caterall et aI., 2003)
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Protéine Gène Poids Localisation Courant
moléculaire tissulaire calcique
(kDa)
Ca1.1 (aiS) CAGNAiS 212 Muscle squelettique Type L
Ca1.2 (aiC) CACNAJC 240 Coeur, muscle lisse, Type L
cerveau
Ca1.3 (aiD) CACNA1D 187 Cerveau, pancréas, Type L
rein, ovaire
Ca1 .4 (al F) CACNA1 F 222 Rétine Type L
Ca2.1 talA) CACNA1A 257 Cerveau/cervelet Type P/Q
Ca2.2 (alB) CACNAJB 262 Cerveau Type N
Ca2.3 (alE) CACNA1E 252 Cerveau Type R
Ca3.1 (alG) CACNAJG 250 Cerveau, ovaire, Type T
muscle lisse
Ca3.2 (al H) CACNA1 H 261 Cerveau, rein, Type T
Coeur, foie
Ca3.3 (al I) CACNA1 I 224 Cerveau Type T
Tableau Il: Classification moléculaire et localisation tissulaire des dix
gènes codant pour les canaux calcigues activés par la dépolarisation
(Lehman-Horn et Jurkat-Rott, 1999)
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Ca1.1 (fx)
Ca1.2 ta,c)
Ca1.3 f1D)
Ca1 .4 fa. F)
Ca2.1 (OE1A)
Ca2.2 (Œ1 )
Ca2.3 (Œi E)
Ca3.i (ŒIG)
Ca3.2 (Œ1H)
Ca3.2 (Œ11)
100
Figure 3: Homologie de séquence primaire des canaux calcigues
activés par la dépolarisation.
La composition en acides aminés des segments transmembranaires et des
boucles S5-S6, présente une homologie de 52% entre la famille Cavi et
Cav2, de 28% Cav3 et Cavi, alors qu’elle est d’au moins 70% entre
différentes isoformes de chaque famille (Caterali et ai, 2003).
1.3.3 La sous-unité Cavf3
Les sous-unités CavÇ3 sont des protéines intracellulaires ayant un
poids de 50-78 kDa. L’ensemble des sous-unités CavÇ3 provient de quatres
gènes (F31, F32a, F33 et F34) et de nombreuses isoformes sont générées par
épissage différentiel. Elles sont composées de deux régions conservées, Ci
et C2, de 130 et de 150 acides aminés respectivement, entourées de trois
régions variables Vi, V2 et V3, qui influencent la localisation de la sous-unité
et sont des cibles pour les modifications post-transcriptionnelles (Rousset et
aI, 2005). La liaison entre la sous-unité Cavai des canaux calciques HVA et
la sous-unité CavP conduit à un ensemble de régulation telles que
20 40 60 80
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l’adressage à la membrane plasmique du canal et la régulation de propriétés
biophysiques (les cinétiques et la dépendance en voltage de l’activation et de
l’inactivation) (Richards et Dolphin, 2004). Les différentes sous-unités Cavt3
peuvent avoir des effets distincts sur le processus d’inactivation des canaux.
Ainsi, les cinétiques d’inactivation sont plus rapides avec la sous-unité Cav33
et plus lentes avec CavI32a (Cav3>Cav3i> Cav134»CavI32a) (Sather et al.,
1993; Patent et al., 1997). Le ralentissement des cinétiques est
particulièrement important avec la sous-unité CavE32a, qui est ancrée à la
membrane plasmique suite à une palmitoylation du côté amino-terminal
d’une paire de résidus cystéines aux positions trois et quatre (Chien et al.,
1996 ;Qin et al., 1998; Restuito et al., 2000; Dafi et aI, 2004).
La sous-unité Cav3 est reliée à la sous-unité principale Cavai
essentiellement au niveau de la boucle intracellulaire l-Il par l’intermédiaire
du domaine AID (« Alpha Interaction Domain ») de 18 acides aminés
conservés dans tous les canaux de type HVA (Pragnell et al., 1994). Le site
de liaison de la sous-unité Cavj3 équivalent au domaine AID, élucidé trés
récemment par des études de cristallisation, place cette sous-unité dans la
famille des protéines MAGUK. En effet, la structure de la sous-unité Cav3
démontre deux domaines d’interactions: un domaine SH3 situé dans la
région Cl et un autre domaine GK (guanylate kinase) au niveau du domaine
C2 (Figure 4) (McGee et aI, 2004). L’interaction de ces deux domaines,
permet la liaison de la sous-unité Cav3 au domaine AID via des résidus
hydrophobes du domaine GK en formant une hélice amphiphatique (Figure
5) (Chen et aI, 2004). La localisation du domaine BlD au niveau des
domaines SH3 et GK révélée par la structure cristalline, ne semblerait pas
avoir de rôle direct dans l’interaction avec le domaine AID, contrairement à
ce qui avait été proposé (De Waard et al., 1994). Ce domaine, semble plutôt
renforcer l’interaction des domaines SHK et GK, ce qui permettrait la liaison
de la sous-unité Cav3 au domaine AID (Opatowsky et al., 2004; Van
Petegem et al.,2004).
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Extracellulaire
Sous-unité al
Membrane
Intracellulaire 3?
H2N VI $113 GuX -- COOH
- -- . Sous-unité P
Figure 4: Schéma représentant l’interaction entre Cava1 et Cave.
L’interaction entre le domaine SH3 et GK, permet la liaison de la sous-unité
Cav3, par le domaine GK, au domaine AID de la sous-unité Cavai. Une
liaison par le domaine SH3 a aussi été suggérée (Rousset et al., 2005).
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Figure 5: Structure tridimensionnelle de la sous unité Ca4j,
Le schéma montre la composition en feuillets 3 et en hélices o des domaine
SH3 et GK de la sous-unité CavI3 et le domaine AID de la sous unité Cavai
(Chen et al., 2004).
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1.3.4 La sous-unité Cava2-
La sous-unité Cava2-6 est composée de deux segments reliés par un
pont disulfure. Le segment extracellulaire a2 (140 kDa) fortement glycosylé
forme la partie N-terminale et le segment 6 (27 kDa) avec une partie
extracellulaire et une autre transmembranaire, forme la partie C-terminale de
la protéine (Gurnett et al., 1996). Ces deux segments, produit d’un seul
gène, sont obtenus par clivage post-trancriptionnel. II existe trois isoformes
(a2-61, a2-62, a2-63) de la sous-unité Cava2-6 et plus récemment une
quatrième isoforme (a2-64) a été identifiée (Qin et al., 2002). La distribution
tissulaire de ces sous-unités est variée. L’expression de a2-ô1 et de a2-62
est ubiquitaire dans les tissus exprimant les canaux calciques activés par la
dépolarisation, tandis que 02-63 est exprimé principalement au niveau des
neurones et c2-64 dans les cellules endocrines (Klugbauer et al., 2003; Qin
et al., 2002).
L’interaction entre la sous-unité Cava2-6 et Cavai semble être
entièrement extracellulaire. Le segment a2 contiendrait les résidus
responsables de la liaison alors que le segment 6, par sa partie
extracellulaire, servirait d’ancre à a2. Le site de liaison au niveau de Cavai
se situerait au niveau du troisième domaine transmembranaire (Arikkath et
Campbell, 2003; Gurnett et al., 1997). Le rôle précis que pourrait jouer
Cava2-6 est moins bien établi que celui de la sous-unité Cav, mais elle
semble contribuer au ciblage à la membrane de la sous-unité Cavai, et
pourrait accélérer les cinétiques et la dépendance en voltage de l’activation
et de l’inactivation lorsqu’elle est co-exprimée avec la sous-unité Cavr3
(Klugbauer et al., 1999).
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1.3.5 La sous-unïté Cavy
La sous-unité Ca\ry a un poids moléculaire de 32 kDa et contient 222
résidus. Sa structure comporte quatre segments hydrophobes
transmembranaires avec le N- et le C- terminal intracellulaires. Huit allèles
codant pour Cavy ont été identifiés (Cavyl-Cavy8) (Black, 2003). La première
isoforme identifiée Cav’yl est uniquement exprimée dans le muscle
squelettique où elle aurait un rôle à jouer dans l’inhibition du courant calcique
de type L. En effet, dans les myotubes en culture de souris dépourvus de la
sous-unité Cavyl, la densité de courant est supérieure à celles des souris
témoins. De même, l’inactivation produite par de longues dépolarisations est
ralentie, et la dépendance en voltage de la courbe d’inactivation du courant
est déplacée vers des potentiels plus positifs (Ahern et al., 2001). Des
études avec des souris stargazer présentant le phénotype épileptique de
type absence, ont permis l’identification d’une sous-unité Cav’y2 dans les
neurones. Par la suite, deux autres sous-unités, Cavy3 et Cavy4, possédant
une homologie de séquence de 60% avec la sous-unité Cavy2, ont aussi été
identifiées au niveau des neurones. Contrairement aux sous-unités Cavl3 et
Cava2-6, Cavy ne semble pas participer au ciblage membranaire et ne serait
pas requise pour la formation du complexe hétérooligomérique du canal. Par
contre, elle participerait à la régulation de certaines propriétés biophysiques.
Ainsi, des études de coexpression des trois sous-unités neuronales avec la
sous-unité CavalA (Cavl.2), démontrent le déplacement des courbes de la
dépendance en voltage de l’inactivation vers des potentiels plus négatifs
(Klugbauer et al., 2000). Les isoformes Cav’y2, Cavy3 et Cavy4 sont aussi
reconnues comme des protéines régulatrices d’un autre canal ionique, le
récepteur transmembranaire AMPA, en participant à son ciblage et son
expression à la membrane synaptique (Yamazaki et al., 2004).
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1.4 Le « gating » des canaux calciques activés par la dépolarisation
L’ouverture et la fermeture des canaux calciques qui sont activés par
la dépolarisation impliquent des changements de conformation au niveau du
détecteur de voltage et la transmission du signal dans la région du pore.
Chaque protéine canal a généralement trois états conformationnels qui sont
relativement stables : fermé et disponible pour l’activation (état de repos),
ouvert (actif) et inactivé. Chacune de ces conformations représente un état
fonctionnel différent. La transition entre les différents états conformationnels
est appelée «gating ». Le « gating » implique des mécanismes de contrôle
spécialisés dans chacun des états conformationnels (Hering et al., 2000
Jones 2003).
1.4.1 Mécanismes moléculaires d’activation des canaux calciques
Comme nous l’avons vu précédemment, l’activation des canaux
calciques, suite à une dépolarisation de la membrane, implique le segment
S4 de chacun des quatre domaines. Toutefois, le mécanisme moléculaire
impliqué dans l’activation des canaux est très peu connu. L’identification par
la cristallisation de la structure tridimensionnnelle d’au moins deux canaux
potassiques pourrait être utile dans la localisation structurale de la région (ou
porte) responsable de l’activation des canaux calciques. En effet, ces
structures révèlent le changement conformationnel impliquant les segments
S6 situés dans le pore interne des canaux potassiques lors d’une
dépolarisation de la membrane.
Le canal potassique KcsA, identifié chez la bactérie Streptomyces
Lividans, est activé par le pH intracellulaire (Cuello et al., 1998): il est fermé
à pH neutre et peut être stabilisé dans son état ouvert à pH acide. La
cristallisation et la résolution de la structure tridimensionnelle du canal KcsA
à l’état fermé a permis notamment d’identifier la structure de la région du
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pore et d’apporter de nombreux éclaircissements sur les mécanismes qui
régissent la conduction potassique. Le canal KcsA résulte de la
tétramérisation de sous-unités o à deux segments transmembranaires Ml et
M2 structurés en hélice o, homologues aux segments S5 et S6 des canaux
de type Shaker (canal activé par la dépolarisation membranaire). Les quatre
segments M2 délimitent la partie interne du pore de conduction et
s’organisent à la manière d’un cône dont la partie étroite est orientée vers la
face cytoplasmique de la membrane. Les segments Ml délimitent la partie
externe du canal (Doyle et ai, 1998).
La structure cristallographique à 3.3 À de résolution d’un canal K
bactérien activé par le calcium, le canal MthK de Methanobacterium
thermoautotrophicum à l’état ouvert, a été publiée par l’équipe de MacKinnon
(Jiang et ai, 2002a). Ce canal, comme le KcsA, se compose de deux
segments transmembranaires en plus de la région du pore. La différence
majeure entre la structure du KcsA et du MthK se situe au niveau des
segments M2, bien droits dans le KcsA (état fermé) et courbés dans la partie
inférieure chez le MthK (état ouvert) (Figure 6).
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A
Figure 6 : structure du canal KcsA à l’état fermé (A) et du canal MthK à
l’état ouvert (B)
Les hélices M2 du KcsA se croisent dans la partie inférieure du pore tandis
que chez le MthK, elles sont recourbées vers l’extérieur (Doyle et al., 1998 et
Jiang et aI, 2002)
1.4.2 Mécanismes moléculaires impliqués dans linactivation des canaux
calciques
Le mécanisme d’inactivation des courants calciques permet de
contrôler d’une façon précise l’entrée d’ions Ca2 dans la cellule. L’état
inactivé des canaux est declenché en réponse à une dépolarisation
prolongée de la membrane mais également suite à une élévation des
concentrations du Ca2 intracellulaire dans les canaux Cavi .2. L’inactivation
est déterminée par la sous-unité Cavai mais les cinétiques de ce processus
sont modulées par la sous-unité régulatrice Cav.
Les différents domaines impliqués dans les mécanismes d’inactivation
ont été identifiés à la fois pour les canaux sodiques et potassiques. Les
premiers mécanismes d’inactivation ont d’abord été identifiés chez les
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canaux potassiques de type Shaker. Le canal est inactivé par un mécanisme
bail and chain » par le lequel le repliement de la particule d’inactivation
(balle) formé par une région de 20 acides aminés situés au niveau du N-
terminal, vient occlure le pore du canal (Figure 7a). Par ce fait, il n’y a pas de
passage d’ions K malgré l’état ouvert du canal (Isacoif et al., 1991). Pour les
canaux sodiques, l’inactivation se produit par un mécanisme semblable à
celui des canaux potassiques. Un motif de trois résidus hydrophobes et
polaires (1FM) se trouvant dans la boucle intracellulaire entre les domaine iii
et IV de la sous-unité CaVOEI, vient inactiver le canal en obstruant le pore par
un mécanisme de « hinged iid » (Figure 7b) (Eaholtz et al., 1994). Par
contre, le mécanisme régissant l’inactivation des canaux calciques n’est pas
aussi bien établi, mais semble s’apparenter à celui des deux canaux (Figure
8).
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Figure 7: Modèle d9nactivation des canaux sodiques et potassiques
activés par la dépolarisation membranaire.
A, Mécanisme d’inactivation « bail and chain » des canaux potassiques. Les
domaines NH2 terminaux cytosoliques forment des “balles” pouvant obstruer
K
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l’entrée cytosolique du canal. Quatre balles, une pour chaque sous-unité o,
peuvent participer au mécanisme d’inactivation. B, Mécanisme «hinged lid»
des canaux sodiques. L’inactivation se produit lors de l’occlusion du pore par
le repliement de la boucle III-IV dans le vestibule interne (tirée de Stotz et al.,
2004).
Figure 8: Modèle prédit d’inactivation des canaux calcigues activés par
la dépolarisation membranaire.
La boucle l-Il en tant que particule d’inactivation pourrait obstruer
physiquement le pore du canal en se repliant sur les segments S6 des
domaines Il et III du canal. La sous-unité CavÇ3 du canal s’associe à la
boucle l—II pour réguler les propriétés d’inactivation (tirée de Stotz et
Zamponi, 2001).
Il
III
fi 2 l—Il
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1.4.2.1 Mécanisme moléculaire de l’inactivation dépendant du potentiel
membranaire
Comme le montre le tableau I, les cinétiques d’inactivation sont
variées entre les différentes classes de canaux calciques. La construction de
protéines chimères entre des sous-unités à inactivation lente et d’autres à
inactivation rapide a permis d’identifier de nombreux déterminants
moléculaires de l’inactivation des canaux calciques de type HVA. Pour les
canaux LVA qui possèdent les cinétiques d’inactivation les plus rapides,
aucune étude concluante n’a encore été effectuée jusqu’ici. Dans les
expériences électrophysiologiques, le remplacement du Ca2 par le Ba2
élimine l’inactivation des canaux par le Ca2 et donc favorise l’inactivation
dépendante du potentiel membranaire des canaux de type -L.
Au niveau des domaines transmembranaires, des études de chimères
et de mutagenèse dirigée ont démontré que les principales régions
impliquées dans l’inactivation des canaux calciques sont les segments S6.
Ainsi, en effectuant des chimères entre les canaux Cav2.1 talA) et Cav2.3
(al E), l’équipe de Tsien a pu suggérer que le segment S6 du domaine I était
responsable de la différence du taux d’inactivation entre ces deux canaux
(Zhang et al., 1994). Le rôle des segments S6 des domaines Il et III a été
établi par Stotz et collaborateurs. Leur étude a montré que lorsque les
segments S6 des domaines Il et III du canal Cavl.2 (aiC) à inactivation
lente étaient substitués par ceux du canal Cav2.3 (alE) à inactivation rapide,
les cinétiques d’inactivation du canal sont accélérées au même rythme que
Cav2.3 (alE) (Stotz et al., 2000). L’implication du segment IVS6 a été mise
en évidence lorsque des études d’expression fonctionnelle dans les ovocytes
de Xenopus Iaevis ont montré que le mutant 11819L impliqué dans la
migraine hémiplégique familiale affectait l’inactivation du canal Cav2.l (ciA)
(Krauss et al., 1998). Une autre étude menée par le laboratoire de Hering a
montré que la simple mutation du résidu méthionine à la position 1811 par le
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résidu glutamate accélère les cinétiques d’inactivation de ce même canal
(Berjukow et al., 2001).
De nombreuses études menées au niveau des régions
cytoplasmiques ont permis de révéler l’implication de la boucle intracellulaire
reliant lS6 à IIS1 dans l’inactivation dépendante du potentiel des canaux
calciques HVA. Une étude utilisant deux isoformes du canal Cav2.1 (olA) a
démontré que la seule présence du résidu V421 dans la séquence d’une des
isoformes au niveau de cette boucle est suffisant pour convertir les
cinétiques d’inactivation rapide de type Q en des cinétiques plus lentes de
type P (Bourinet et al., 1999).
L’équipe de Spaetgens et Zamponi a étudié les mécanismes
d’inactivation en insérant des portions du canal Cavl.2 (QJC) qui possède
des cinétique d’inactivation lentes dans le canal Cav2.3 (alE) qui possède
des cinétiques rapides. La chimère ECEE, dans laquelle le domaine Il plus la
boucle l-Il du canal Cavl.2 (aiC) ont été transférés dans le canal Cav2.3
(alE), possède des cinétiques d’inactivation lentes qui se rapprochent plus
des cinétiques d’inactivation des canaux Cavl.2 (Spaetgens et Zamponi,
1999).
Parallèlement aux travaux de Spaetgens et Zamponi, des études
réalisées dans notre laboratoire ont aussi démontré l’importance de la boucle
l-Il. Ainsi, la chimère CEEE comprenant celle fois le domaine I (avec une
partie de la boucle l-Il) du canal Cavl.2 (alC) et les domaines Il, III et IV du
canal Cav2.3 (alE), produit des cinétiques d’inactivation similaire au canal
Cavl.2, malgré une homologie plus de 90 % entre CEEE et la structure
primaire de Cav2.3 (Bernatchez et al., 2001). Notre équipe a également
observé que les propriétés d’inactivation étaient influencées par des
mutations au niveau du domaine AID impliqué dans la liaison avec la sous
unité CavI3. La mutation R387E dans Cav2.3 ralentit significativement les
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cinétiques d’inactivation et déplace la courbe de dépendance au voltage vers
des potentiels plus positif, alors que la mutation homologue E462R dans le
canal Cavi .2 a des effets inverses (Berrou et al., 2001).
Dans l’ensemble, rinactivation des canaux calciques HVA semble
gérée d’une manière complexe qui implique principalement les segments
transmembranaires S6 et la boucle intracellulaire l-Il de la sous-unité Cavai.
1.4.2.2 Mécanismes moléculaires de l’inactivation dépendante du
calcium intracellulaire
L’inactivation dépendante du calcium est un mécanisme de
rétrocontrôle négatif en réponse à une augmentation de la concentration du
calcium intracellulaire. Les fluctuations de la concentration locale de calcium
sont perçues par la calmoduline (CaM), une protéine de l’ordre de if kDa.
Elle renferme quatre motifs de liaison au calcium, de type « EF-hand >, qui
sont regroupés par paires au sein des domaines amino et carboxy-terminal
reliés entre eux par une hélice—a (Saimi et Kung, 2002). Lors de l’ouverture
du canal, les ions Ca2 se fixent sur le lobe carboxy-terminal de la
calmoduline qui va se lier sur le motif IQ situé au niveau carboxy-terminal de
la sous-unité Cavai (Figure 9) (Budde et al., 2002). Même si la calmoduline
semble se lier de façon constitutive sur le motif lQ de tous les canaux HVA,
seule la région CB (« Calmodulin Binding ») de Cavl.2 lie la calmoduline à
des concentrations physiologiques de calcium (Budde et al., 2002 et Liang et
al., 2003). L’effet fonctionnel le plus important de cette liaison est
l’inactivation dépendant du calcium du canal Cai .2 et la facilitation
dépendant du calcium du canal Cav2.1 (Lee et al., 1999 ; Lee et al., 2000).
26
domaine IV
Figure 9: Modèle de l’inactivation dépendante du calcium induite par la
calmoduline
Au repos, la liaison du canal avec la calmoduline se fait au niveau du motif
CB (< Calmodulin Binding ») du canal. Lors de l’ouverture, le Ca2 (cercle
rouge) se fixe sur le lobe C-terminal de la calmoduline et il y a liaison avec le
motif IQ au niveau C-terminal de la sous-unité Cavai (Budde et al., 2002).
1.5 Les canalopathies calciques
Les canalopathies constituent un groupe de maladies génétiques liées
au dysfonctionnement des canaux ioniques. À l’heure actuelle, plusieurs
mutations de gènes codant pour la sous-unité Cavai des canaux calciques
responsables de nombreuses maladies génétiques sont connues. Ces
maladies se manifestent surtout au niveau du système nerveux et des
muscles. La paralysie périodique hypokaliémique (hypoPPi) fut la première
maladie génétique humaine associée à des mutations d’un canal calcique.
La forme HypoPPi est la conséquence de mutations du gène CACNA1S qui
code pour la protéine aiS du canal calcique squelettique de type L. D’autres
mutations du gène CACNA1S sont responsables d’une forme du syndrome
d’hyperthermie maligne (Lehmann-Horn et Jurkat-Rott, 1999).
--C
______
inactïvation du
canal
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Au niveau neuronal, des mutations dans la séquence des canaux
calciques induisent particulièrement une forme familiale de migraine
hémiplégique : la migraine hémiplégique familiale de type 1 (MHF1) ainsi que
deux formes d’ataxie cérébelleuse, l’ataxie épisodique de type 2 (EA-2) et
l’ataxie spino-cérébelleuse de type 6 (SCA6). Ces trois formes de maladies
sont associées à des mutations du gène CACNA1A situées sur le
chromosome 19 qui code pour la sous-unité alA du canal de type P/Q
(Ophoif et al. 1996). L’ataxie épisodique est un trouble cérébral qui se traduit
par des symptômes épisodiques prolongés (de quelques minutes à quelques
jours) sous forme d’ataxie, de dysarthrie, de nausées et de vertiges. L’ Ataxie
est caractérisée par une incoordination des mouvements volontaires et la
dysarthrie se caractérise par des altérations de la voix, de l’articulation, de la
déglutition et autres fonctions buccales suite à une lésion neurologique
centrale. Les mutations EA-2 produisent des formes tronquées de alA
(Cav2.1) qui ne forment pas des canaux calciques fonctionnels (Denier et al.,
2001). La SCA6 est caractérisée par une ataxie cérébelleuse progressive de
l’adulte avec atrophie cérébelleuse par perte des cellules de Purkinje. Elle
est due à de petites expansions du triplet CAG contenu dans la partie 3’ de
CACNA1A et potentiellement traduit en polyglutamine dans certaines des
isoformes de la protéine (Zoghbi, 1997).
La migraine hémiplégique familiale de type 1 est une forme rare de
migraine, de transmission autosomique dominante. La crise habituelle se
déroule en deux phases. La première phase se manifeste par la paralysie
temporaire d’un côté du corps (hémiplégie). Elle peut être isolée ou associée
à d’autres types d’aura (visuelle, sensitive, dysphasique, surdité) et dure
environ une heure. La deuxième phase consiste en l’apparition de céphalées
pulsatiles qui durent habituellement plusieurs heures (Carrera et al., 2001).
Des études génétiques effectuées sur des familles atteintes de FHM1 ont
permis l’identification de 15 mutations ponctuelles réparties dans le gène
CACNA1A (Figure 10). Toutes ces mutations sont de type faux-sens,
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entraînant la substitution d’un seul acide aminé de la protéine. Elles siègent
dans des régions fonctionnelles du canal, près du pore ou dans la zone de
sensibilité au voltage (Wessman et al., 2004). Des études
électrophysiologiques ont montré que les mutations responsables de la
migraine hémiplégique familiale modifient les propriétés biophysiques et
probablement la densité des canaux Cav2.1 fonctionnels à la membrane
(Kraus et al., 2000; MQllner et al., 2004, Barrett et al., 2005)
Extracellular
Figure 10 :Structure secondaire prédite du canal Cav2.i
Les 15 mutations responsables de la migraine hémiplégique familiale de type
1 qui sont identifiées à ce jour sont indiquées (Adaptée de Wessman et al.,
2004).
Des mutations dans les gènes codant pour les sous-unités
régulatrices sont également reponsables de maladies génétiques. Le
phénotype lethargic (1h), une forme d’ataxie cérébelleuse, et le phénotype
«stargazer » chez la souris sont associés respectivement à des mutations
des sous-unités Cav134 et Cavy2. Chez l’homme, la sous-unité Cava2/-1 est
responsable d’une forme d’hyperthermie maligne (Benatar, 1999) (Tableau
I ntracel lular
III).
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Sous- Gène Locus Pathologie associée Phénotypes
unité SOUtIS
Ataxie cérébelleuse
Q1A CACNA1A l9pl3.l-.2 (SCA6), tottering (tg)
(Ca2.1) Ataxie épisodique (EA-2), leaner (tg/a)
Migraine hémiplégique
Familiale_(MHF)
alE CACNA1F Xpll Rétinitepigmentaire2
(Ca1.4) (CSNB2)
Paralysie périodique
al S CACNA1 S 1 q31 -q32 hypokaliémique muscular
(Ca1.1) (HypoPPl), dysgenesis
Hyperthermie maligne (mdg)
(MHS5)
a2/-1 CACNA2D1 7q21-q22 Hyperihermie maligne
(Cal.3) (MHS3)
f34 CACNB4 2q22-q23 Lethargic (1h)
(Ca2.2)
2 CACNG2 22q12 Épilepsie
(Ca3.1) (f stargazer (stg)»
Tableau III Maladies génétigues associées à des mutations au niveau
des gènes codant pour les sous-unités des canaux calcigues activés
par le voltage (Felix, 2000)
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1.6 Justificatïon et objectifs du travail
L’objectif de ce projet de maîtrise est d’étudier les propriétés
d’activation et d’inactivation (ou de gating ») du canal calcique activé par la
dépolarisation de type Cav2.3.
Le mécanisme moléculaire de l’ouverture du pore des canaux
calciques reste en grande partie inconnu. Dernièrement, des études ont
démontré que la migraine hémiplégique de type familiale était causée entre
autres par la mutation relativement mineure 11811L dans le segment IVS6 du
canal de type Cav2.1 (Kraus et al., 1998). Ce résidu fait partie du motif
hydrophobe VAVIM conservé strictement au niveau du segment IVS6 des
canaux de type Cavi et Cav2. En se basant sur la structure des canaux
potassiques où les quatre segments S6 formeraient le pore interne du canal,
nous avons suggéré que le motif conservé VAVIM au niveau du segment
IVS6 pourrait jouer un rôle au niveau du « gating » des canaux calciques.
Nous avons entrepris d’étudier en détail le rôle du résidu 11721 du
canal Cav2.3 équivalent au résidu 11811 du canal Cav2.1 et ainsi que le motif
conservé VAVIM au niveau du segment IVS6. Nous avons muté ces résidus
par des résidus hydrophobes (A, V, L), chargés (H, K, R, D, E), neutre mais
polaire (T) et des résidus qui peuvent modifier la flexibilité des hélices-a (G,
P).
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Il. MATÉRIEL ET MÉTHODES
11.1 Techniques D’ADN recombinant
L’ADNc codant pour le canal calcique humain Cav2.3 (al E) (Genbank
L27745) de type sauvage provient du laboratoire du docteur T. Schneider
(Schneider et al., 1994). La sous-unité auxiliaire Cava2bô du cerveau de rat
a été fournie par le docteur T. P. Snutch (Williams et al., 1992) et la sous-
unité Cav133 (Genbank M88751) par le docteur E. Perez-Reyes (Castellano
et al.,1993).
11.1.1 Mutagenèse dirigée
Les mutations au niveau du canal Cav2.3 (alE) aux positions 1718,
1719, 1720, 1721 et 1722 ont été réalisées par la méthode du PCR
(« polymerase chain reaction ») en utilisant la trousse commerciale « Quick
change® XL site-directed kit» (Stratagene, La Jolla, Ca) selon les directives
du fabricant. Pour ce faire, deux amorces (sens et antisens) d’une longueur
de 39 nucléotides ont été nécessaires pour introduire les mutations. Le
produit de PCR obtenu contient non seulement de l’ADN muté mais aussi de
l’ADN parental non muté. Afin de s’assurer qu’uniquement l’ADN muté soit
amplifié, l’ADN parental a été éliminé par digestion avec l’enzyme de
restriction Dpn I qui clive les sites de méthylation des résidus adénine.
L’ADN muté a par la suite été transformé dans les bactéries XL-Gold ultra-
compétentes.
Le séquençage automatisé a permis de montrer que la mutation avait
été réalisée et qu’aucune autre mutation indésirable n’avait été introduite au
cours de la réaction de PCR (Bio S&T, Lachine, Québec). Suite à la
confirmation, l’ADN muté est amplifié dans les bactéries compétentes E cou
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DH5o et est extrait en utilisant la trousse « QlAfilterTM Plasmid Midi»
(Qiagen, Mississauga, Ont).
11.1.2 Transcription in vitro
L’ADN extrait se retrouve inséré dans une version modifiée du
plasmide pGem-3 circulaire contenant la séquence 5’ non transcrit du
« mosaic virus RNA 4» (Wei et al., 1991). Pour transcrire le brin matrice
ADN en ARN, il faut au préalable linéariser le plasmide à l’aide d’une
enzyme de restriction choisie, qui reconnaît le site de coupure franche le
long de la séquence d’ADN. Ici, les ADN plasmidiques de la sous-unité alE
du canal Cav2.3 de type sauvage et mutés ont été digérés avec Hind III,
tandis que les sous-unités Cav133 et Caa2bÔ étaient digérées par l’enzyme
Not I. Après digestion, la solution est purifiée par la méthode de purification
phénol/chlorophorme. La solution de plasmide linéaire est mise en présence
de l’ARN polymérase T7 de la trousse commerciale mMessage mMachine®
(Ambion, Austin, TX) pour obtenir les molécules d’ARN. La synthèse se fait
dans la direction 5’—* 3’ du brin codant de l’ADN et forme la séquence
codante ARN par complémentarité. Les matrices d’ADN sont ensuite
détruites par traitement avec l’ADNase. Comme pour la production de la
matrice d’ADN, les ARN sont purifiés par des extractions de
phénol/chloroforme et resuspendus dans de l’eau autoclavée « RNAase
free ». Le poids moléculaire et la qualité des ARN produits ont été visualisés
sur gel d’agarose 1% révélé au bromure d’éthidium.
11.2 Expression fonctionnelle dans les ovocytes de Xénope
Les ovocytes aux stades V et VI sont prélevés chirurgicalement d’une
grenouille Xenopus Laevis (Nasco, Fort Atkinson, Wl) (Figure 11). Les
ovocytes sont ensuite dépourvus de leur couche folliculaire par traitement
enzymatique de 30-40 minutes à la température ambiante en utilisant 2
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mg/ml de collagénase (Gibco, Burlington, Ontario) contenue dans une
solution saline sans calcium composé de (en mM): 82.5 NaCI; 2.5 KCI; I
MgCI2; 5 Hepes (pH 7.4). Une solution de 46 nI contenant entre 35 et 50 ng
d’ARNc codant pour la sous-unité alE du canal Cav2.3 de type sauvage ou
mutée est injectée dans les ovocytes avec un micro-injecteur automatisé à
volume variable (WPI, Sarasota, FL) qui permet d’ajuster très précisément le
volume injecté (4.6 nI à 46 nI). L’ARNc codant pour la sous-unité alE
(Cav2.3) est cc-injecté avec les ARNc codant pour les sous-unités Caa2b
et Ca33 à un taux de concentration de 3:1:2 respectivement. La vérification
de la régulation du canal s’est faite en co-injectant la sous-unité al E
(Cav2.3) de type sauvage et mutée en absence de la sous-unité Ca33
(toujours en présence de la sous-unité Caa2b6) en injectant la même
concentration d’ARNc. Les ovocytes sont par la suite incubés 1-3 jours à
18°C dans une solution Barth contenant: 100 mM NaCI, 2 mM KCI, 1.8 mM
CaCI2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 2.5 mM d’acide pyruvique, 100 U/mI de
péniciline et 50 pg/ml de gentamicine (pH 7.6).
A.
I> l
Figure 11 : Prélèvement des ovocytes d’une grenouille Xenopus Laevis
A. Deux grenouilles Xenopus Laevis; B. Tissu ovarien prélevé
chirurgicalement; C. Ovocytes isolés
B. C.
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11.3 Enregistrements électrophysiologiques
Les courants Ba2 traversant les canaux Cav2.3 de type sauvage et
mutés ont été mesurés à la température ambiante à l’aide de la technique du
voltage imposé à deux électrodes en utilisant un amplificateur de voltage
imposé (OC-725C, Warner instruments, Hamdem, CT). Les électrodes de
courant et de voltage, finement étirées à partir d’un capillaire en verre, ont
été remplies avec une solution de 3 M KCI, lmM EGTA et lOmM HEPES
au pH 7.4. La résistance finale des pipettes est de l’ordre de 0.5 à 1.5 MC)
avec cette solution. Ces électrodes ont été introduites dans les ovocytes à
l’aide de micromanipulateurs. La solution extracellulaire dans laquelle les
ovocytes sont placés en début d’expérience est une solution contenant: 120
mM NaCI, 2 mM KCI, 1 mM EGTA, 20 mM HEPES titrée au pH 7.4 avec du
NaOH. Par la suite, les enregistrements ont été effectués en perfusant le
bain par une solution de 10 mM Ba(OH)2, 110 mM NaOH, 1 mM KOH, 20
mM HEPES titrée au pH 7.3 avec l’acide méthanesulfonique (MeS). Durant
les enregistrements, les ovocytes exprimant les canaux mutés ont été
injectés avec 23 nI d’EGTA 50 mM (Sigma, St-Louis, Mo) pour prévenir la
contamination par des courants C1 endogènes activés par le Ca2. Les
ovocytes sont perfusés par gravité à un débit de 2 ml/min.
Le logiciel pClampex 8.0 (Molecular Devices, Foster City, CA) a été
utilisé pour l’acquisition des données. Les données ont été échantillonnées
à 5 kHz et filtrées à 1 kHz en utilisant le filtre incorporé à l’amplificateur.
Pour déterminer les courbes courant-voltage en configuration cellule entière
afin de déterminer les paramètres d’activation et les propriétés des
cinétiques d’inactivation du canal, les courants ont été enregistrés en
maintenant la cellule à un potentiel de -100 mV. Le protocole comprenait un
prépulse de 50 ms à -120 mV qui précédait la série de pulses dépolarisants
de 450 ms appliqués entre -40 mV et +50 mV par intervalle de 5 mV et à une
fréquence de 0.2 Hz. Les mesures de la dépendance en voltage de
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l’inactivation (hinf) ont été obtenues à un potentiel test de O mV en
soumettant les ovocytes à une série de prépulses dépolarisantes de 5
secondes entre -120 et ÷10 mV à partir d’un potentiel de repos de -120 mV.
113.1 Analyse des données
Les données brutes ont été extraites en utilisant les logiciels Clampfit
8.2 (Molecular Devices, Foster City, CA) et Origin 7.0 (Microcal Software,
Nothampton, MA). Pour obtenir les courbes de dépendance en voltage de
l’inactivation, les données ont été ajustées avec l’équation 1 de Boltzmann
grâce au logiciel Origin 7.0 (OriginLab, Northampton, MA):
___
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E05,inact = potentiel de la mi-inactivation; z = pentede la courbe; Vm, potentiel
appliqué pendant le pulse de 5 s; R= constante des gaz parfaits: 8.315
J/Kmole; T= température absolue en °K (°K = °C + 273.16); F=constante de
Faraday: 9.648 xlO C/mole; RT/F 25 mV à 20°C
Les potentiels d’activation ont été estimés à partir des courbes
courant-voltage. Les mesures ont été normalisées par rapport à l’amplitude
maximale et ont été ajustées avec l’équation 2 de Boltzmann modifiée pour
tenir compte de la conductance macroscopique
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E05, = potentiel de la mi-activation; Grei= conductance normalisée; z= pente
de la courbe; Vm potentiel de test; Vrev= potentiel d’inversion; R= constante
des gaz parfaits: 8.315 J/Kmole; T= température absolue en °K (°K = C +
273.16); F= constante de Faraday: 9.648 xlO 4CImole; RT/F 25 mV à 2000
Les cinétiques d’inactivation ont été mesurées en utilisant les valeurs
de r50 qui représentent la fraction l/lmax des courants résiduels après 50 ms
du pulse dépolarisant.
Les résultats sont présentés sous forme de valeurs moyennes ± SEM
(écart à la moyenne). Les variations entre les canaux Cav2.3 mutés et
contrôle ont été vérifiées à tous les potentiels à l’aide du test statistique
« One-Way ANOVA» du logiciel Origin 7.0. Les valeurs sont considérées
significativement différentes pour p (probabilité d’erreur) 0.01
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111. RÉSULTATS
Les mécanismes moléculaires gouvernant le «gating » des canaux
calciques activés par la dépolarisation émergent grâce à la cristallisation de
la structure de plusieurs canaux potassiques bactériens (Doyle et al., 1998
Jiang et al., 2002a; Kuo et al., 2003, Long et al., 2005). En effet, les
structures cristallines montrent que les segments S6 participent dans le
ff gating» des canaux en formant le pore interne. Afin d’étudier le rôle que
pourraient jouer les segments S6 dans les canaux calciques, nous avons
réalisé des mutations simples au niveau du motif hydrophobe VAVIM du
segment IVS6 du canal Cav2.3 (Figure 12) par mutagenèse dirigée et les
avons testées par des études électrophysiologiques à l’aide de la technique
de voltage imposé à deux électrodes.
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Figure 12: Alignement des séquences primaires pour les segments
IVS6 des canaux calciques HVA
La structure secondaire prédite des canaux calciques activés par de hautes
dépolarisations est composée de quatre domaines homologues divisés en
six segments transmembranaires. Le N-terminal et le C-terminal du canal
sont cytoplasmiques. Le motif hydrophobe VAVIM est encadré en rose. Les
séquences des ADNc ont été déposées dans Genbank: Cavl.1 (GenBank
M23919), Cavl.2 (GenBank X15539), Cav2.1 (Genbank X57476), Cav2.2
(GenBank D14157) du lapin et Cav2.3 (GenBank L27745) de l’humain.
111.1 Rôle du résidu 11721
Nous avons tout d’abord procédé à des mutations ponctuelles du
résidu 11721 du canal Cav2.3 correspondant au résidu 11811 dans le
segment IVS6 du canal Cav2.1 impliqué dans la migraine hémiplégique
familiale de type 1. Le résidu 11721 a été muté par des résidus similaires
hydrophobes, des résidus chargés et des résidus qui altèrent le volume de la
chaîne latérale. L’expression fonctionnelle des mutants a été testée par
électrophysiologie après co-injection dans les ovocytes de Xénope
de l’ARNm codant pour les sous-unités al du canal Cav2.3 de type sauvage
et mutées avec les sous-unités auxiliaires Cav33 et CavŒ2bô. Les courants
Ba2 ont été enregistrés après une incubation de 1-3 jours des ovocytes
injectés.
Les canaux calciques HVA sont régulés par la sous-unité CavI3 qui se
lie au motif AID situé dans la boucle l-Il de la sous-unité Cavai. Pour
s’assurer que les effets observés étaient causés par la sous-unité Cavai, les
ovocytes ont été aussi injectés avec la sous-unité ai du canal Cav2.3
sauvage et mutée mais en absence de la sous-unité CavE33 (avec Cava2b6).
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111.1.1 La mutation 11721L
Les enregistrements des courants macroscopiques Ba2 pour le canal
Cav2.3 et le mutant lJ721L sont montrés sur la Figure 13A. Les cinétiques
d’inactivation sont estimées à partir des ratios r50 représentant la fraction du
courant résiduel à la fin d’un pulse de 50 ms. Tel que montré sur la Figure
13B, le mutant l1721L ne procure aucun changement significatif au niveau
des cinétiques d’inactivation comparativement au canal de type sauvage. Par
contre, un déplacement de l’inactivation à des potentiels légèrement plus
négatifs (EO.5,jnact= -72.2 ± 0.7 mV, n=5) que le canal contrôle (Eo5, inact= -63.9
± 0.6 mV, n=28) est remarqué sur la courbe h inf représentant la
dépendance en voltage de l’inactivation mesurée à la fin d’une série de
prépulses dépolarisants de 5 s (de -120 mV à +50 mV) appliqués à partir
d’un potentiel de maintien de -120 mV (Figure 13C). La substitution du résidu
11721 par la leucine n’a pas d’effet significatif au niveau de l’activation. En
effet, le potentiel de mi-activation du mutant est de -14.1 ± 0.2 mV (n=10),
tandis que celui du Cav2.3 sauvage est de -6.1 ± 0.2 mV (n29). Il ne s’agit
pas d’erreurs expérimentales mais bien d’erreurs sur le « fitting ».
En absence de la sous-unité Cav133, les cinétiques d’inactivation du
mutant l1721L (p<1OE3) et du canal sauvage (p<0,OO5) sont significativement
ralenties. L’inactivation de 11721L sans Cav2.3 se produit à des potentiels
plus positifs (Eo5 nact = -43.6 ± 0.8 mV, n=5) que le mutant 11721L exprimé
en présence de la sous-unité CavF33 mais légèrement plus négatif que le
canal sauvage exprimé sans la sous-unité CavÇ33 (Eo.5 inact, 31 ± 1 mV,
n=4). Ces résultats démontrent que la régulation de l’inactivation par la sous-
unité Cav133 est maintenue avec un t hinf < -30 mV et que la mutation
11721L a un effet intrinsèque sur l’inactivation de la sous-unité Cavai.
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Figure 13 : La mutation 11721L ne modifie pas les cinétiques mais
déplace légèrement la dépendance en voltage de l’inactivat ion du canal
Le canal calcique Cav2.3 et le mutant ont été exprimés dans les ovocytes de
Xénope. Les courants ont été mesurés avec la technique de voltage imposé
à deux électrodes en présence de 10 mM Ba2. (A) Les enregistrements des
courants macroscopiques pour le canal Ca2.3 et le mutant l1721L ont été
obtenus en utilisant une série de pulses de potentiels (de -4OmV à +5OmV)
de 450 ms appliquée à partir d’un potentiel de -l2OmV. (B) Les ratios r50 (la
fraction du courant résiduel après 50 ms) correspondants sont présentés aux
potentiels de 0, 10, 20 et 30 mV en présence et en absence de la sous-unité
Cav133. (C) La dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée à la fin
d’une série de prépulses dépolarisants de 5 s (de -120 mV à +10 mV)
appliqués à partir d’un potentiel de -120 mV. La courbe h inf est obtenue en
ajustant les données à l’équation de Boltzmann (équation 1, voir section
Matériel et Méthodes) avec le logiciel Origin 7.0. Pour alléger les figures, le
nom de la sous-unité principale Cav2.3 n’est pas indiqué.
111.1.2 Résidus ayant des effets au niveau du volume et de la polarité
Dans le but de déterminer l’importance du volume et de la polarité de
la chaîne latérale, nous avons muté le résidu hydrophobe 11721 par les
résidus alanine (A), thréonine (T) et valine (V), qui sont aussi des résidus
hydrophobes (Figure 14A). Les ratios r50 montrent que le taux d’inactivation
de la mutation neutre 11721A, possédant une chaîne latérale de petite taille
sont accélérées à O mV mais aux potentiels dépolarisants, l’inactivation est
ralentie pour se produire au même taux que le canal sauvage. La mutation
11721V (volume = 140.0 À3) qui est plus volumineux que 11721A (volume =
88.6 À3) mais inférieur au résidu Isoleucine du canal sauvage (volume=
166.7 À3) (Zamyatin, 1972) procure des cinétiques d’inactivation rapides au
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canal Cav2.3 (p<103). Le résidu thréonine, polaire grâce à son groupement
-OH hydroxyle, produit aussi des cinétiques d’inactivation significativement
plus rapides (p<1OE3) par rapport au canal sauvage mesuré dans les mêmes
conditions expérimentales.
Les résultats obtenus en absence de la sous-unité Cavt33 montrent
que le mutant 11721A est très peu modulé par la sous-unité Cavj33.
Toutefois, les enregistrements des courants macroscopiques et les ratios r50
(Figure 14A) montrent qu’en absence de la sous-unité CavF33, il y a un
ralentissement significatif de l’inactivation des mutants 11721V (p<O.005) et
11721T (p<1OE3). La régulation par la sous-unité CavÇ33 est donc préservée
chez le mutant 11721V et 11721T, malgré une atténuation du mutant 11721V
à +30 mV (Figures 140, D).
La substitution du résidu 11721 par les résidus Ala (A), Val (V) et Thr
(T) hyperpolarise la dépendance en voltage de l’inactivation, c’est-à-dire que
l’inactivation se produit à des potentiels plus négatifs après 5 s de prépulses
dépolarisants. Cette hyperpolarisation est légère f&--10 mV) dans le cas des
mutants 11721A (Eo.5, inact = -70.4 ± 0.9 mV, n=5) et 11721T (E0.5, inact = -74.0 ±
0.6 mV, n=7), mais très significative dans le cas du mutant 11721V (p<0.001),
l’inactivation se produisant à des potentiels beaucoup plus négatifs
(Eo.5, nact = -85.0 ± 1 mV, n=8). Par contre, les canaux mutés sont toujours
modulés pas la sous-unité Cav33. En effet, l’expression du canal sauvage
Cav2.3 et des mutants en absence de la sous-unité régulatrice Cav33,
procure des potentiels de mi-inactivation plus positifs. Ainsi, le mutant
11721A s’inactive à -44 ± 2 mV (n=4), 11721T à -56 mV ± 3 mV (n=5), 11721V
à -58 ± 1 (n=7) comparativement au canal sauvage à -31 ± 1 mV (n=4)
(Figures 14E, F). Ces résultats indiquent que les mutations du résidu 11721
modifient intrinsèquement I’inactivation de la sous-unité Cavai.
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Le mutant 11721A byperpolarise légèrement la dépendance en voltage
de l’activation (E0,5,act -11.1 ± 0.3 mV, n=9) (A= -5 mV), alors que les
potentiels de mi-activation des mutants 11721V (Eo,5,act -6.2 ± 0.3 mV, n=12)
et 11721T (Eo,5,act -4.1 ± 0.2 mV, n=15) ne sont pas significativement
différents de ceux du canal sauvage (EO5,act -6.1 ± 0.2 mV, n=29).
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Figure 14: Les résidus ayant des effets au niveau du volume et de la
polarité modifient les cinétiques et la dépendance en voltage de
l’inactivation du canal Cav2.3
Les enregistrements des courants macroscopiques pour le canal Cav2.3
sauvage et les mutants 11721A, 11721T et 11721V en présence (A) et en
absence (B) de la sous-unité Cav133 ont été obtenus tel que décrit à la Figure
13. Les ratios r50 (la fraction du courant résiduel après 50 ms)
correspondants aux mutants 11721A (C), 11721V et 11721T (D) sont
présentés aux potentiels de 0, 10, 20 et 30 mV en présence et en absence
de la sous-unité Cav33. (E), (F) La dépendance en voltage de l’inactivation a
été mesurée à la fin d’une série de prépulses dépolarisants de 5 s appliqués
à partir d’un potentiel de maintien de -120 mV.
111.1.3 Résidus ayant des effets de charge
L’effet de charge à la position 1721 a été testé en utilisant le résidu
histidine (H) chargé positivement à pH physiologique et le résidu glutamate
(E) chargé négativement. Les enregistrements des courants macroscopiques
ainsi que l’histogramme représentant les ratios r50 sont présentés
respectivement sur les Figures 15A et 15B. Les cinétiques d’inactivation des
deux mutants sont plus rapides que celles du canal sauvage (p<lOj. En
absence de la sous-unité CavF33, l’inactivation est significativement ralentie
pour le mutant 11721E (p<1OE3). Par contre, l’inactivation du mutant 11721H
se produit aux même taux que celle du mutant exprimé en présence de la
sous-unité CavF33.
Au niveau de la dépendance en voltage de I’inactivation, les deux
mutants s’inactivent à des potentiels plus négatifs que le canal sauvage.
Cependant, le mutant 11721H possède un potentiel de mi-inactivation plus
négatif (EQ.5,jnacff -81.0 ± 1, n=9) que le mutant 11721E (Eo.s rnact, 73.7 ± 0.8,
46
n=5). En absence de la sous-unité Cav133, la courbe de la dépendance en
voltage de I’inactivation est déplacée vers des potentiels plus positifs tel
qu’observé précedemment pour les mutants A, L, T, V. Le potentiel de mi
inactivation du mutant 11721 H est de -39 ± 4 mV (n=8) (1= 42 mV) et -44 ± 2
mV (n=8) (L\= 29.7 mV) pour le mutant 11721E (figure 15C). Ces résultats
suggèrent la préservation de la régulation du canal Cav2.3 par la sous-unité
Cav133 des mutants 11721E et 11721H malgré le peu de modulation des
cinétiques d’inactivation chez ce dernier.
L’activation semble peu affectée par ces mutations. En effet, les
potentiels de mi-activation du mutant 11721E est de -3.4 ± 0.2 mV (n=8) et
celle du mutant 11721H est de -6.4 ± 0.3 mV (n=15)
Afin d’évaluer plus en profondeur le rôle des résidus chargés, nous
avons muté le résidu 11721 par l’arginine (R), la lysine (K) et l’aspartate (D).
La co-expression de ces trois mutants avec et sans la sous-unité régulatrice
Cav133 a été testé dans deux préparations d’ovocytes distinctes à plusieurs
concentrations d’ARNm et aucun des mutants n’a produit de courants. Étant
donné que le seul anticorps commercial spécifiquement dirigé contre la
boucle Il-III du canal Cav2.3 ne fonctionne pas dans nos préparations
d’ovocytes de Xénope, il a été impossible de vérifier l’expression
membranaire des trois mutants par immunobuvardage.
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Figure 15: Les résidus chargés modifient les cinétiques et la
dépendance en voltage de l’inactivation du canal Cav2.3
(A) Les enregistrements des courants macroscopiques pour le canal Cav2.3
sauvage et les mutants 11721E et 11721H ont été obtenus tel que décrit à la
Figure 13. (B) Les ratios r50 (la fraction du courant résiduel à la fin d’un
pulse de 50 ms) correspondants sont présentés aux potentiels de 0, 10, 20
et 30 mV en présence et en absence de la sous-unité CavÇ33. (C) La
dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée à la fin d’une série de
prépulses dépolarisants de 5 s appliqués à partir d’un potentiel de maintien
de -120 mV.
111.1.4 La substitution du résidu 11721 par la glycine et la prolïne
Une analyse mutationelle indique que le résidu proline (P) qui selon
sa localisation peut affecter la conformation hélicoïdale (Hessa et aI., 2005)
ainsi que le résidu glycine (G) qui peut augmenter la flexibilité d’une chaîne
latérale, accélèrent le « gating» de l’inactivation du canal Cav2.3. En effet,
les enregistrements des courants Ba2 et l’histogramme r50 (Figures 16A, B)
montrent que l’inactivation est significativement plus rapide pour les mutants
11721G (p<1OE4) et 11721P (p<5*104) que le canal sauvage. Les cinétiques
d’inactivation sont plus rapides pour le mutant 11721G et aux potentiels
dépolarisants les cinétiques des deux mutants sont accélérées. Toutefois, en
absence de la sous-unité Cav133, l’inactivation du mutant 11721G est ralentie
(p<O.005) à tous les potentiels tandis que celle du mutant 11721P n’est pas
affectée.
Les résultats obtenus pour la dépendance en voltage de l’inactivation
indiquent que la régulation par la sous-unité Cav133 est préservée malgré les
mutations au niveau du segment IVS6. Ainsi, lors de la co-expression avec la
sous-unité Cav133, la courbe de la dépendance en voltage de l’inactivation
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est décalée vers des potentiels plus négatifs pour les mutants 11721G
(Eo,5, inact = -90 ± I mV, n=7) et 11721P (Eo,5, inact = 79 ± 1 mV, n=5). Au
contraire, l’absence de la sous-unité CavP3 fait que l’inactivation a lieu à des
potentiels beaucoup plus positifs avec des potentiels de mi-inactivation de
-64 ± 3 mV (n=3) pour le mutant 11721G et -44 ± 1 mV (n=9) pour 11721P
(figure 16C).
L’activation des mutants 11721G et 11721P se produit à des potentiels
plus positifs que le canal sauvage (EO.5,acff -6.1 ± 0.2 mV, n=29). Ainsi, le
potentiel de mi-activation du mutant 11721G est de 3.5 ± 0.4 mV (n=17) et
celui du mutant 11721P est de 9.3 ± 0.3 mV (n=8).
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Figure 16: Les mutations 11721G et 11721P modifient les cinétiques et
la dépendance en voltage de l’inactivation du canal Cav2.3
(A) Les enregistrements des courants macroscopiques pour le canal Cav2.3
sauvage et les mutants 11721G et l1721P ont été obtenus tel que décrit à la
Figure 13. (B) Les ratios r50 (la fraction du courant résiduel à la fin d’un
pulse de 50 ms) correspondants sont présentés aux potentiels de 0, 10, 20
et 30 mV en présence et en absence de la sous-unité Cav33. (C) La
dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée à la fin d’une série de
prépulses dépolarisants de 5 s appliqués à partir d’un potentiel de maintien
de -120 mV.
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Inactivation (5s) Activation Maximum des
Cavai E0.5, inact (mV) E0.5,act (mV) courants ‘Ba
(pA)
-
Cav33 + Cavr33 - CavE33 + Cav3 - Cavf33 +Cav3
Cav2.3 -31 ± 1 -63.9±0.6 1.5±0.4 -6.1 ±0.3 -0.44±0.07 -1.04±0.08
sauvage (4) (28) (5) (29) (5) (29)
z=2.3 z =2.8 z =3.4 z=4.1
M721G -64 ± 3 -90 ± 1 6.9 ± 0.2 3.4 ± 0.4 -0.14 ±0.02 -0.74 ±0.07
(3) (8) (6) (19) (6) (19)
z=1.1 z =1.98 z=2.7 z=3.2
I1721A -44±2 -70.4±0.9 -0.6±0.1 -11.1 ±0.3 -1.0±0.1 -2.7±0.3
(4) (5) (7) (9) (7) (9)
z=1.8 z =2.1 z=3.7 z=5.2
11721L -44±0.8 -72.2±0.7 -8.8±0.2 -14.1 ±0.2 -1.4±0.2 -2.3±0.3
(5) (5) (9) (10) (9) (10)
z=2.5 z =2.0 z=3.8 z=4.4
11721T -56±3 -74.0±0.6 -6.5±0.2 -6.2±0.3 -1.2±0.3 -1.7±0.3
(5) (7) (10) (12) (10) (12)
z=1.7 z =2.13 z=3.7 z=4.8
11721V -58±1 -85±1 -1.1 ±0.5 -4.1 ±0.2 -0.9±0.1 -1.1 ±0.1
(7) (8) (7) (15) (7) (15)
z=1.9 z =1.8 z=5.0 z=3.3
11721H -39±4 -81±1 1.8±0.2 -6.4±0.3 -1.0±0.1 -2±1
(8) (9) (13) (15) (13) (15)
z=1.2 z =2.4 z =3.7 z=4.4
11721K n.d. N/E (2) n.d. N/E (2) n.d. N/E (2)
11721R NIE(1) N/E(2) NIE(1) N/E(2) NIE(1) N/E(2)
11721D n.d. N/E (2) n.d. NIE (2) n.d. NIE (2)
11721E -44±2 -73.7±0.8 -3.4±0.2 -3.4±0.2 -1.0±0.1 -2.2±0.1
(8) (5) (6) (8) (6) (8)
z=2.8 z =2.4 z 3.7 z=4.3
11721P -40 ± 1 -79 ± 1 9.3 ± 0.3 9.3 ± 0.3 -1.1 ± 0.2 -0.9 ± 0.1
(9) (5) (11) (8) (11) (8)
z=2.2 z =1.8 z =2.9 z=3.2
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Tableau IV: Paramètres biophysiques du canal Cav2.3 sauvage et des
mutants 11721 exprimés dans les ovocytes de Xénope.
Les courants macroscopiques ont été enregistrés avec la technique de
voltage imposé à deux électrodes en présence de 10 mM Ra2. La
dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée après une série de
prépulses dépolarisants de 5 s (de -120 mV à +10 mV) appliqués à partir
d’un potentiel de maintien de -120 mV. Les données ont été ajustées à
l’équation 1 de Boltzmann (voit section Matériel et Méthodes) avec le logiciel
Origin 7.0. Les paramètres d’activation ont été estimés à partir des courbes
courant-voltage et ajustés à l’équation 2 de Boltzmann. Les courants IBa ont
été déterminés à partir du courant maximum (« peak current ») des courbes
courant-voltage. N.D.= non déterminé, N.E.= non exprimé. La sous-unité
Cava2bô a été Go-infectée dans tous les cas.
111.2 Rôle du motif conservé VAVIM
Les résultats des mutations obtenues au niveau du résidu 11721
soulève la question à savoir si les segments S6 des canaux calciques
activés par la dépolarisation participent à la porte d’activation du canal dans
un modèle où les segments S6 des canaux potassiques (Doyle et al., 1998
Jiang et al., 2002a; Kuo et al., 2003, Long et al., 2005) forment le pore
interne du canal. Pour répondre à cette question, nous avons entrepris
l’étude des quatre résidus hydrophobes aux positions 1718 à 1722 (VAVM)
adjacents au résidu 11721 dans le segment IVS6, et conservés chez tous les
canaux calciques de type HVA.
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111.2.1 « Glycine Scan»
L’étude du rôle du motif VAVIM s’est effectuée en mutant les résidus
par la glycine qui favorise la flexibilité des hélices. Les enregistrements des
courants macroscopiques Ba2 pour les mutants V1718G, A1719G, 11721G
et M1722G sont présentés à la Figure 17A, avec l’analyse r50
correspondante à la Figure 17B. Tel que montré, le mutant Vi 71 8G n’a pas
d’effet sur les cinétiques d’inactivation du canal entre O et 20 mV. Par contre,
à 30 mV l’inactivation est plus rapide que le canal sauvage (p<O.05). Le plus
grand changement est remarqué avec les quatre autres résidus. En effet, les
cinétiques d’inactivation sont significativement plus lentes que le canal
sauvage dans le cas des mutants A17I9G (p<0.005) et V1720G (p<1OE5).
Quant aux mutants 11721G et M1722G, contrairement aux deux mutants
précédents, ils s’inactivent plus rapidement (p<1OE4) que le canal sauvage.
La dépolarisation favorise cette inactivation rapide. Entre O et 20 mV, en
absence de la sous-unité Cav133 (figures 18A, B et C), paradoxalement le
mutant V1718G s’inactive plus rapidement (p<0.005) et le mutant V1720G
n’est pas modulé. Toutefois, à 30 mV, les cinétiques d’inactivation rapide du
mutant V1718G se produisent aux mêmes taux que le mutant exprimé en
présence de la sous-unité Cav33 alors que celles du mutant V1720G sont
significativement accélérées (p<O.005). Un ralentissement significatif de
l’inactivation est observé dans le cas des mutants rapides 11721G et
M1722G tout au long de la dépolarisation (p<0.005). Aucun changement
significatif n’est observé pour le mutant A1719G.
La dépendance en voltage de l’inactivation du mutant Al 719G (E0.5= -
71 ± 0.6 mV, n=8) est légèrement décalée vers des potentiels plus négatifs
que le canal sauvage. Cependant, les mutants Vi 718G (EO.5,inacff87 ± 3 mV,
n=11) , V172OG (EO.5,inacff87 ± 1 mV, n=15), 11721G (Eo.sinact90 ± 1 mV,
n=8) et M1722G (EO.5,inacF95 ± 1 mV, n=12), possédant des potentiels de
mi-inactivation semblables, déplacent la courbe vers des potentiels
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significativement plus négatifs (figure 17C). En absence de la sous-unité
CavF33, les potentiels de mi-inactivation des cinq mutants sont plus positifs
que les mutants exprimés en présence de la sous-unité CavF33, mais aussi
plus négatifs que le potentiel de mi-inactivation du canal sauvage dans les
mêmes conditions expérimentales (Tableau V).
Une comparaison des potentiels de mi-activation et de mi-inactivation
des résidus du motif VAVIM avec le canal sauvage est représentée à la
Figure 19 sous forme d’histogramme. L’observation de la figure nous indique
qu’en plus de la dépendance en voltage de l’inactivation, un changement au
niveau de la dépendance en voltage de l’activation se produit. En effet, le
canal Cav2.3 (EO.5,acff -6.1 ± 0.3 mV, n=29) s’active à des potentiels
légèrement plus négatifs lorsqu’il est muté en V1718G (E0.5,8= -10.2 ± 0.4
mV, n 18) et très significativement pour les mutants A1719G (EO.5,acff -22 ±
1 mV, n=9) (A= 14.9 mV) et Vi 720G (Eo5act= -24 ± 1 mV, n= 25) (z\=17,9),
alors que l’activation se produit à des potentiels plus positifs dans le cas des
mutants 11721G (Eo.5,act 3.4 ± 0.4 mV, n=19) et M1722G (Eo.5,act 4.4 ± 0.3
mV, n=17).
Dans l’ensemble, les résultats obtenus avec l’étude approfondie du
résidu 11721 et des résidus adjacents (VAVM) nous amènent à conclure que
le segment IVS6 du canal calcique Cav2.3 activé par la dépolarisation joue
un rôle important dans le « gating ». En plus, la préservation de la régulation
du canal par la sous-unité auxiliaire Cavr33 suggère que les effets observés
sont dus intrinsèquement à la sous-unité CaVOEY.
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Figure 17: Les résidus du motif hydrophobe VAVIM modifient les
cinétiques et la dépendance en voltage de I’inactivation du canal Cav2.3
(A) Les enregistrements des courants macroscopiques pour le canal Cav2.3
sauvage et les mutants V1718, A1719G, V1720G, 11721G et M1722G ont
été obtenus tel que décrit à la Figure 13. (B) Les ratios r50 (la fraction du
courant résiduel à la fin d’un pulse de 50 ms) correspondant sont présentés
aux potentiels de 0, 10, 20 et 30 mV en présence de la sous-unité CavF33.
(C) La dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée à la fin d’une
série de prépulses dépolarisants de 5 s appliqués à partir d’un potentiel de
maintien de -120 mV.
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Figure 18: Les cinétiques d’inactivation des résidus du motif
hydrophobe VAVIM après mutation en GIy
(A) Les enregistrements des courants macroscopiques pour le canal Cav2.3
sauvage et les mutants V1718, A1719G, V1720G, 11721G et M1722G ont
été obtenus tel que décrit à la Figure 13. (B), (C) Les ratios r50 (la fraction du
courant résiduel à la fin d’un pulse de 50 ms) correspondants sont présentés
aux potentiels de 0, 10, 20 et 30 mV en présence et en absence de la sous-
unité CavF33.
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Figure 19: Les mutations en Gly des résidus du motif hydrophobe
VAVIM modifient les potentiels de mi-activation et de mi-inactivation du
canal Cav2.3
Différence de potentiel de mi-activation et de mi-inactivation des mutants
avec le canal calcique Cav2.3 sauvage (fX= E0,5 Cav2.3 sauvage — E0,5
mutant). Les potentiels de mi-inactivation sont obtenus par l’ajustement à
l’équation 1 de Boltzmann (voir Matériel et Méthodes) des données
mesurées après une série de prépulses dépolarisants de 5 s (de -120 mV à
+10 mV) appliqués à partir d’un potentiel de maintien de -120 mV. Les
potentiels de mi-activation ont été estimés à partir des courbes courant-
voltage obtenues suite à une série de pulses de potentiels (de -4OmV à
+5OmV) de 450 ms appliqués à partir d’un potentiel de maintien de -l2OmV.
Les valeurs des potentiels de mi-activation et de mi-inactivation sont
présentées au Tableau V.
A1719G
V1718G
-40 -30 -20 -10 10
z\ mi-potentiel Ca2.3 sauvage, mV
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Inactivation (5s) Actïvatïon Maximum des
Cavai E0.5, inact (mV) E0.5,act (mV) courants ‘Ba
(pA)
-
Ca433 ÷ CavP3 - CavP3 + CavP3 - CavP3 +CavP3
Cav2.3 31 ± 1 63.9 ± 0.6 1.5 ± 0.4 -6.1 ± 0.3 -0.44±0.07 1 .04±0.08
sauvage (4) (28) (5) (29) (5) (29)
z=2.3 z =2.8 z =3.4 z=4.1
V1718G -56±2 -87±3 -9.3±0.3 -10.2±0.4 -1.0±0.1 -0.61±0.03
(11) (11) (11) (18) (11) (18)
z=2.2 z =1.6 z =3.7 z =3.8
A1719G -44.4±0.3 -71.0 ± 0.6 -18 ± 1 -22 ± 1 -1.1 ± 0.2 -1.0 ± 0.1
(4) (8) (5) (9) (5) (9)
z = 2.6 z = 2.0 z = 5.0 z = 5.7
VI 720G -64 ± 2 -87 ± 1 -22.4 ±0.5 -24 ± 1 -1.4 ± 0.2 -1.3 ± 0.1
(15) (15) (18) (25) (18) (25)
z=1.85 z =1.98 z=4.6 z=4.9
M1722G -74 ± 3 -95 ± 1±0.7 -2.3 ± 0.3 -4.4 ±0.3 -0.55±0.04 -1.1 ± 0.3
(18) (12) (20) (17) (20) (17)
z=1.3 z =1.7 z=3.3 z=3.6
11721G -64 ± 3 -90 ± 1 6.9 ± 0.2 3.4 ± 0.4 -0.14±0.02 -0.74 ±0.07
(3) (8) (6) (19) (6) (19)
z1.1 z =1.98 z=2.7 z=3.2
Tableau V: Paramètres biophysiques du canal Cav2.3 sauvage et des
mutants VAVIM mutés exprimés dans les ovocytes de Xénope.
Les courants macroscopiques ont été enregistrés avec la technique de
voltage imposé à deux électrodes en présence de 10 mM Ba2. La
dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée après une série de
prépulses dépolarisants de 5 s (de -120 mV à +10 mV) appliqués à partir
d’un potentiel de maintien de -120 mV. Les données ont été ajustées à
l’équation I de Boltzmann (voir section Matériel et Méthodes) avec le logiciel
Origin 7.0. Les paramètres d’activation ont été estimés à partir des courbes
courant-voltage et ajustés à l’équation 2 de Boltzmann. Les courants ‘Ba ont
été déterminés à partir du courant maximum (« peak current ») des courbes
courant-voltage. Les mesures ont toujours été effectuées en présence de la
sous-unité auxiliaire Cava2b6.
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IV DISCUSSION
Le projet présenté ici a comme point de départ un projet différent qui
concernait le rôle du C-terminal dans la fonction du canal Cav2.3. Nous
avons créé une mutation non silencieuse en introduisant par la technique du
PCR, un site de restriction NUe! (C A I T A T G) dans le segment IVS6 du
canal calcique Cav2.3 (alE). Ceci permet de remplacer une isoleucine par
une histidine (C A T) à la position 1721 (11721H). Le canal ainsi obtenu
montrait des propriétés biophysiques très différentes du canal sauvage. Une
recherche bibliographique nous a permis de découvrir que le résidu 11811 du
canal Cav2.1 (alA), correspondant au résidu 11721 du canal Cav2.3, est
impliqué dans la migraine hémiplégique familiale de type 1 (MHFI) lorsqu’il
est muté en leucine (Kraus et al., 1998). Les effets de la mutation 11811L et
des autres mutations identifiées chez les patients atteints de la MHF1 sur les
propriétés biophysiques des canaux de type P/Q ont été étudié dans des
systèmes d’expression hétérologues. Il a été montré que ces mutations
déplacent la dépendance en voltage de l’activation vers des potentiels plus
négatifs, prolongent la durée d’ouverture des canaux et accélèrent les
cinétiques d’inactivation. Une autre conséquence des mutations est la
modification de la densité des canaux fonctionnels au niveau des neurones
entraînant ainsi une baisse de la densité de courant (Tottene et al., 2002).
Ceci pourrait avoir des effets sur l’activité neuronale et rendre les patients
susceptibles aux attaques migraineuses.
Ce résultat ainsi que la cristallisation de nombreux canaux
potassiques (Doyle et al., 1998; Jiang et al., 2002a ; Kuo et al., 2003, Long
et al., 2005) nous ont incité à éclaircir le rôle des segments S6 dans le
« gating» des canaux calciques. En effet, la cristallisation des structures en
conformation fermée (canal KcsA) et ouverte (canal MthK) révèle la
participation des segments S6 du pore interne dans l’activation des canaux
lors de la dépolarisation de la membrane.
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Pour ce projet de maîtrise, nous avons cherché à élucider le rôle du
segment IVS6 dans le « gating » du canal calcique Cav2.3 activé par la
dépolarisation. Pour ce faire, nous avons étudié dans un premier temps, par
mutagenèse dirigée, l’implication du résidu 11721 en le remplaçant par des
résidus préservant l’hydrophobicité tels que Leu, Val et l’Ala qui altère
également le volume. Les mutations en His, Glu, Arg, Lys et Asp altèrent à la
fois la charge du résidu et le volume (de 138,4 À3 à 173,4 À3) (Zamyatin,
1972). La polarité au niveau de ce résidu a été testée par l’acide aminé
neutre Thr et les résidus Gly et Pro ont été utilisés afin d’étudier la flexibilité
des hélices-a. Ensuite, pour approfondir notre étude, nous avons muté les
résidus hydrophobes adjacents (V1718, A1719, V1720, M1722) au résidu
11721 qui sont conservés au niveau de tous les canaux Cavi et Cav2 qui
s’activent à de fortes dépolarisations. Les mutants ont été étudiés par
électrophysiologie après expression dans des oeufs de Xénope en présence
de la sous-unité CavŒ2 et en présence ou en absence de Cavf33.
Le canal Ca2.3 joue un rôle important dans l’excitabilité neuronale et
dans la relâche de neurotransmetteurs et d’hormones au niveau de
nombreux neurones tels que les neurones du globus pallidus, les neurones
oxytocines et les cellules chromaffines de la médullosurrénale (Wu et al.,
1998; Wang et al., 1999, Hanson et Smith, 2002). Dans la membrane
présynaptique, la localisation du canal Ca2.3 étant plus importante dans des
zones éloignées du site actif de la relâche de neurotransmetteurs, son rôle
serait moins important que les canaux neuronaux de type N et P/Q. Le canal
Ca2.3 est aussi responsable du flux calcique dendritique des neurones
pyramidaux de l’hippocampe à la suite du déclenchement du potentiel
d’action (Sabatini et al., 2000) et serait impliqué dans la potentialisation à
long terme des fibres moussues (Dietrich et al., 2003). Des études
électrophysiologiques ont permis à l’équipe de Grassi d’identifier pour la
première fois la présence des canaux Cav2.3 dans les astrocytes de rat. Ces
canaux aurait donc aussi un rôle à jouer dans la production du signal
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calcique des cellules gliales, contribuant ainsi à la relâche de
neurotransmetteurs (D’Ascenzo et al., 2004)
lV.1 Le résidu 11721 est impliqué dans les propriétés d’activation du
canal Cav2.3.
La première étape de ce travail a consisté à muter le résidu isoleucine
par des résidus de propriétés chimiques et physiques (hydrophobicité,
charge, polarité et taille) différentes afin de faire ressortir la corrélation entre
les propriétés du résidu 11721 et les propriétés biophysiques du canal
Cav2.3. Le mutant 11721L possède des cinétiques d’inactivation identique au
canal Cav2.3 sauvage telle que mesurées à 50 ms. Les résidus isoleucine et
leucine sont des résidus hydrophobes de même taille (166,7Â3) (Zamyatin,
1972). La différence entre ces deux résidus se situe uniquement au niveau
du branchement d’un groupement méthyle dans la chaîne latérale. Malgré
cette quasi-similitude, le mutant 11721L déplace légèrement mais
significativement la dépendance en voltage de l’inactivation vers des
potentiels plus négatifs (L hinf = -8,3 mV) que ceux du canal sauvage.
Notre étude de mutagenèse détaillée n’a pu identifier un facteur
unique qui expliquerait l’influence du résidu à la position 1721 sur les
cinétiques d’inactivation. Le mutant alanine, dans lequel I est remplacé par
un acide aminé hydrophobe et non polaire de petite taille tend à s’inactiver
comme le canal Cav2.3 sauvage. Toutefois, il est surprenant de voir que le
plus petit résidu glycine, par ailleurs un acide aminé hydrophobe, non polaire
comme l’alanine, est le mutant qui affecte le plus les propriétés biophysiques
du canal. Cet effet du résidu glycine sur les cinétiques d’inactivation peut être
expliqué essentiellement par l’absence de chaîne latérale, ce qui permet à ce
résidu d’adopter les conformations qui sont stériquement interdites pour
d’autres acides aminés. Ceci permet de conférer un certain degré de
flexibilité locale à la structure peptidique. La praline, tout comme la glycine,
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est un acide aminé influençant la conformation de la chaîne peptidique. Elle
confère une forte rigidité au squelette peptidique et peut introduire des
brisures locales au sein des hélices-a transmembranaires. En effet, la rigidité
et la non disponibilité de son amine pour former des liaisons hydrogène
conviennent mal aux structures secondaires régulières. Bien que ces deux
résidus aient des propriétés opposées, les cinétiques d’inactivation du
mutant 11721P sont presque semblables à celles du mutant 11721G. Le
mutant 11721V, également hydrophobe et non polaire, possédant une chaîne
latérale de plus grande taille que les acides aminés alanine et glycine, mais
plus petite que celle du résidu isoleucine du canal sauvage, produit des
cinétiques d’inactivation plus rapides. On peut noter qu’il existe une balance
presque parfaite entre la valine et l’isoleucine, deux acides aminés qui sont
très proches chimiquement et souvent interchangeables au niveau structural
(Callebaut et al., 1997). Pat contre, la polarité de la chaîne latérale semble
affecter les cinétiques d’inactivation. En effet, les cinétiques d’inactivation du
résidu 11721T (polaire, neutre) sont accélérées comparativement à celles du
canal de type sauvage.
D’après les résultats obtenus suite à la substitution du résidu 11721
par des résidus chargés, la charge semblerait moduler de façon significative
l’inactivation. En effet, les acides aminés histidine, chargé positivement à pH
physiologique, et glutamate, chargé négativement, accélèrent les cinétiques
d’inactivation du canal Cav2.3. L’inactivation du mutant 11721E est plus
rapide que celle du mutant 11721H, ce qui pourrait suggérer qu’une charge
négative à la position 1721 aurait un plus grand effet sur les cinétiques
d’inactivation du canal qu’une charge positive. Toutefois, aucune conclusion
ne peut être retenue, car des mutations par les résidus arginine (chargé
positivement), lysine (chargé positivement) et aspartate (chargé
négativement) n’ont produit aucun courant. En raison de l’impossibilité de
vérifier l’expression membranaire des trois mutants par immunobuvardage
avec l’anticorps commercial pour Cav2.3, il est difficile d’établir la raison pour
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laquelle ces mutants ne sont pas exprimés. Cela peut découler d’un
problème dans la biogenèse de la protéine (repliement, glycosylation,
targetting, insertion dans la membrane, rapide turnover, etc) mais aussi peut
indiquer que les propriétés de ces protéines sont incompatibles, ne
permettant plus le passage des ions.
Le changement des cinétiques d’inactivation provoqué par les
mutations effectuées au niveau du résidu 11721 du segment IVS6 est
accompagné d’un changement de la dépendance en voltage de l’inactivation
du canal Cav2.3. Ainsi, un déplacement de la dépendance en voltage de
l’inactivation vers des potentiels plus négatifs a été observé pour tous les
mutants. Les acides aminés glycine, proline et valine sont ceux qui affectent
le plus la dépendance en voltage de l’inactivation (EO5,inact entre -79 et -90
mV) et les acides aminés alanine, leucine, glutamate et thréonine ont une
dépendance en voltage de l’inactivation à des potentiels intermédiaires entre
ceux du canal sauvage et ceux des trois autres mutants (glycine, proline,
valine) (EQ,5,nact entre -71 et -74 mV) (voir tableau IV de la section des
résultats). Ces résultats semblent indiquer que les cinétiques d’inactivation et
la dépendance en voltage de l’inactivation seraient gouvernées par des
mécanismes semblables mais pas toujours identiques et nous suggèrent de
plus qu’il n’existe pas de corrélation directe ou unique entre le « gating » et
les propriétés chimiques et physiques du résidu 11721.
Les propriétés d’activation du canal sont également altérées par les
mutations du résidu 11721, mais ne semblent pas non plus être fonction
d’une seule des propriétés du résidu par lequel il est substitué. Les résidus
glycine et proline, ayant une influence sur la conformation de la chaîne
peptidique, déplacent la dépendance en voltage de l’activation vers des
potentiels plus positifs que le canal sauvage. La proline qui produit le plus
grand changement, pourrait favoriser la conformation ouverte. Les acides
aminés hydrophobes, leucine et alanine, déplacent légèrement l’activation
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vers des potentiels plus négatifs, alors que les autres résidus hydrophobes
(valine et thréonine) ne changent pas la dépendance en voltage de
l’activation, tout comme les résidus chargés (histidine et glutamate).
IV.2 Les résidus adjacents (VAVM) au résidu 11721 modifient les
paramètres d’inactivation du canal Cav2.3
Le fait que le résidu 11721 fasse partie d’un motif hydrophobe
(VAVIM) conservé strictement à la fin de l’hélice IVS6 de tous les canaux
calciques de type HVA (Figure 20), nous a conduit à déterminer le rôle des
résidus voisins de ce motif dans le « gating » des canaux Cav2.3. Nous
avons muté ces résidus par la glycine, un résidu connu pour conférer aux
polypeptides une certaine flexibilité et aussi parce que c’est le résidu qui
avait le plus affecté les propriétés du canal Cav2.3 lors des mutations du
résidu 11721. Les résultats obtenus indiquent un ralentissement des
cinétiques d’inactivation pour les mutants A1719G et V1720G et une
accélération pour les mutants 11721G et M1722G. Le mutant V1718G
n’affecte pas les cinétiques. On observe également un changement au
niveau de la dépendance en voltage de l’inactivation et de l’activation. Alors
que la dépendance en voltage de l’inactivation du mutant A1719G est
déplacée vers des potentiels légèrement plus négatifs que ceux du canal
sauvage, l’inactivation des mutants V1718G, V1720G, 11721G et M1722G à
des potentiels plus négatifs est très significative. Du point de vue de
l’activation, sauf dans le cas du mutant V1718G, qui se comporte comme le
canal sauvage, les autres mutants affectent de façon significative la
dépendance en voltage de l’activation. Les mutations même conservatrices
du résidu 11721 produisent des effets significatifs sur les cinétiques et aussi
sur les potentiels d’activation et de mi-inactivation. Dans tous les cas,
l’inactivation se produit à des Vm plus négatifs que le canal sauvage, Il est à
noter que les mutations de charge dans la boucle I-II ralentissaient les
cinétiques et amenaient le canal à s’inactiver à des Vm plus positifs sans
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aucun effet sur l’activation (Berrou et al., 2001 ; Dafi et al., 2004). Les
observations rapportées ici suggèrent donc que les effets observés sur
l’inactivation pourraient être conséquents aux effets des mutations sur
l’activation du canal dans un modèle où l’inactivation et l’activation sont
couplées. Toutefois, il a été démontré que l’inactivation peut aussi se
produire directement à partir de l’état fermé dans les canaux Cav2.3 (Jones
et al., 1998). Les mutants 11721G et M1722G déplacent la dépendance en
voltage de l’activation vers des potentiels plus positifs, ce qui pourrait
suggérer, avec l’accélération des cinétiques d’inactivation, une
déstabilisation du canal en conformation ouverte, c’est-à-dire une diminution
des temps d’ouverture du canal. Cette hypothèse devrait être vérifié en canal
unitaire. Il est plus difficile d’expliquer les cinétiques d’inactivation observées
pour les mutants A1719G et V1720G. Dans ces deux derniers cas, les
cinétiques d’inactivation sont ralenties ce qui pourrait supposer une
stabilisation de l’état ouvert. Toutefois, l’activation et l’inactivation se
produisent à des potentiels membranaires plus négatifs qui sont
incompatibles avec une simple stabilisation de l’état ouvert, Il est donc
probable que le ralentissement des cinétiques résulte de plusieurs effets
partiellement contradictoires.
D’après ces résultats, nous proposons que le résidu 11721 avec les
résidus V1718, A1719, V1720 et M1722 jouent un rôle important dans le
recourbement de l’hélice IVS6 lors de l’ouverture du canal et nous proposons
également que la position des résidus est importante dans le « gating »
d’activation et d’inactivation des canaux calciques. En effet, les résidus
VAVIM sont situés à l’extrémité cytoplasmique du segment IVS6 formant le
pore interne (Figure 20) du canal Cav2.3. Cette observation confirme des
résultats obtenus avec les canaux Cavl.2 et Ca2.1. Ainsi, l’équipe de
Hering (Berjukow et al., 1999) a identifié le résidu V1504 du canal Cavl.2 du
lapin (équivalent au résidu V1720 du canal Cav2.3) comme étant un
déterminant crucial de l’inactivation de ce canal. En effet, une simple
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substitution de la valine par I’alanine provoque une diminution des cinétiques
d’inactivation du canal. Ces travaux concordent bien avec le ralentissement
des cinétiques du canal Cav2.3 que nous avons obtenus avec la mutation
VI 720G, ce qui suggère donc un rôle important de la séquence VAVIM dans
les propriétés de « gating > des canaux calciques.
Nos résultats viennent en quelques sorte compléter les travaux
récents des équipes de Yang (Zhen et al., 2005) et de Hering (Hohaus et al.,
2005; Berjukow et al., 2001). Dans le premier cas, les études du groupe de
Yang consistaient à identifier l’architecture du pore interne du canal calcique
Cav2.1 par la technique du SCAM (ff Substitued-Cysteine Accessibility
Method »). Pour ce faire, ils ont procédé à la mutation de chacun des résidus
du pore interne par un résidu cystéine (1 substitution par mutant) et ont
utilisé des agents tels que le MTSET (méthanethiosulfonate
éthyltriméthylammonium) pour observer l’accessibilité des résidus S6. Par
cette méthode, plusieurs résidus contigus situés sur chacun des quatre
segments ont été modifiés par l’agent oxydant MTSET, indiquant ainsi que le
pore interne du canal est formé par les segments S6. Au niveau du segment
IVS6, le résidu D1821 (D1723 chez Cav2.3) formerait l’interface
membrane/cytoplasme et les résidus placés au dessus (dont le motif
conservé VAVIM) seraient les résidus accessibles seulement dans l’état
ouvert. Cependant, ce groupe n’a pas caractérisé le rôle des résidus dans
les propriétés d’activation et d’inactivation du canal.
Des résultats obtenus dernièrement par l’équipe de Hering (Hohaus et
al., 2005) mettent aussi en lumière le rôle du S6 du domaine Il (11S6) dans
l’activation et l’inactivation du canal calcique Cavl.2 talC). Par la technique
de mutagenése dirigée, ils ont substitué le motif LAIA des résidus 779-782
conservés au niveau de tous les canaux de type Cavi et Cav2 par des
résidus de taille, de polarité et d’hydrophobicité différentes, Ils ont constaté
un déplacement de la courbe de la dépendance en voltage de l’activation du
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canal vers des potentiels plus négatifs que le canal de type sauvage et un
ralentissement de l’inactivation, suggérant ainsi le rôle possible des
segments S6 dans les propriétés biophysiques des canaux calciques. Un
autre travail réalisé par la même équipe sur le canal Cav2.1, montre que des
mutations des résidus M1811 (Q, N, E, K), L1812 (I), N1813 (A) et A1817
(M) (équivalents aux résidus M1713, L1714, N1714 etAl7l9 respectivement
du canal Cav2.3) accélèrent les cinétiques d’inactivation du canal (Berjukow
et al., 2001).
Segment IVS6
Figure 20: Le segment IVS6 des canaux calcigues activés par la
dépolarisation.
Représentation de l’hélice-c de la séquence en acides aminés du segment
IVS6 du canal Cavl.2 du lapin. La similarité avec le canal Cav2.3 se situe au
niveau des résidus VAVIM situés à l’extrémité interne de l’hélice (Tiré de
Hering et al., 2000). Les résidus déterminant l’inactivation du canal Cavl.2
au niveau du segment IVS6 sont indiqués en rouge.
1419
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IV.3 La sous-unité CavP3 module la sous-unité Cavai même après
mutation des résidus du motif VAVIM
Les sous-unités Cavr3 régulent l’activité des canaux calciques HVA
activés par la dépolarisation ainsi que leur expression à la membrane (Brice
et al., 1997; Walker et De Waard, 1998). Le site principal d’interaction des
sous-unités Cavai avec la sous-unité Cavj3 se fait par l’intermédiaire du site
AID (<f Alpha Interaction Domain ») situé sur la boucle intracellulaire entre les
domaines I et Il de la sous-unité Cavai.
Dans le but de déterminer si la substitution des résidus Vi 718, Ai 719,
Vi720, 11721 et Mi722 au niveau du segment IVS6 interfère avec la
régulation par la sous-unité CavF3, nous avons injecté, dans les oeufs de
Xenopus Iaevis, nos mutants sans la sous-unité Cav33. Dans presque tous
les cas, l’absence de la sous-unité Cav33 provoque un ralentissement des
cinétiques d’inactivation. Sauf pour les mutants 11721A, l1721H, 11721P et
Al 719G. Le potentiel de mi-inactivation est par ailleurs toujours déplacé vers
des potentiels plus positifs (L h inf 30 mV) de façon similaire à celui du
canal Cav2.3 sauvage, en absence de la sous-unité Cavf33. Ces résultats
indiquent que la sous-unité Cav133 continue de moduler la sous-unité Cavai
même après la mutation des résidus du motif conservé VAVIM, ce qui tend à
démontrer un rôle intrinsèque du segment IVS6 dans l’activation du canal
Cav2.3. Nous ne pouvons expliquer l’absence de modulation des cinétiques
sauf pour le mutant 11721P qui procure une rigidité au segment IVS6 qui
serait incompatible avec la modulation par Cav133.
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IV.4 Modèle moléculaire du « gating » des canaux calciques activés par
la dépolarisation
L’objectif de ce travail était d’identifier le rôle du motif conservé VAVIM
du segment IVS6 dans le « gating » du canal calcique Cav2.3. Les résultats
obtenus suite à la caractérisation électrophysiologique de la substitution du
résidu 11721 par des résidus d’hydrophobicité, de charge, de polarité et de
taille différents et ainsi que la substitution par la glycine des résidus
adjacents (V1718, A1719, V1720, M1722) indiquent un effet significatif au
niveau de la dépendance en voltage de l’activation et de l’inactivation et ainsi
que sur les cinétiques d’inactivation du canal, ce qui suggère l’implication de
ce motif dans le « gating » du canal calcique Cav2.3. De plus, le fait que ce
motif soit conservé chez tous les canaux de type Cavi et Cav2, le f< gating »
de ces canaux pourrait être gouverné par un même mécanisme.
Toutefois, la structure tridimensionnelle des canaux calciques activés
par le voltage reste encore à élucider. Les résultats obtenus appuient un
modèle moléculaire dans lequel les segments S6 des domaines
transmembranaires pourraient être importants dans l’activation des canaux.
En effet, dans ce modèle, il est suggéré (Stotz et al., 2000 ; Berrou et al.,
2001 ; Dafi et al., 2004) que la boucle l-II de la sous-unité Cavai des canaux
calciques pourrait jouer le rôle d’une particule d’inactivation par analogie aux
mécanismes « hinged-lid » des canaux sodiques (Eaholtz et al., 1994) et
«bail and chain» des canaux potassiques (Hoshi et al., 1991). Ainsi,
l’inactivation impliquerait un changement conformationnel de la boucle l-Il qui
pourrait alors obstruer physiquement la région interne du pore formé par les
segments S6.
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IV.5 Perspectives
Nos travaux suggèrent un rôle important du segment IVS6 dans le
«gating » des canaux HVA. Pour les travaux ultérieurs, nous voudrions donc
déterminer le rôle des autres segments 156, 1156 et 111S6 dans les propriétés
biophysiques (activation et inactivation) des canaux calciques activés par la
dépolarisation. Une comparaison de la séquence en acides aminés
démontre que les trois autres segments S6, tout comme le segment IVS6,
présentent des résidus hydrophobes conservés strictement au niveau de
tous les canaux calciques Cavi et Cav2. Dans le but de déterminer la
flexibilité des hélices-a, il serait intéressant d’effectuer des mutations en
glycine et en proline de tous ces résidus. Des mutations au niveau des
segments S6 des canaux calciques sont impliquées dans de nombreuses
canalopathies. Récemment, l’équipe de Keating a montré que deux résidus
glycines (en rouge), un situé dans la séquence hydrophobe (G402R chez les
sujets atteints) et l’autre à l’extrémité du segment 1S6 (G406S) du canal
calcique CavJ.2 seraient impliqués dans le syndrome de Timothy,
caractérisé par un allongement de l’intervalle QT (Splawski et al., 2005). Au
laboratoire, le projet de recherche d’Alexandra Raybaud qui étudie les
arythmies ventriculaires associées au syndrome de Timothy consiste à
élucider le rôle de ces résidus.
Segment 1S6:
Cavl.l WI YFVTLI I IGSFF I LNLVLGVLSGEF
Cavl.2 WVYFVSLVIfGSFFVLNLVLIVLSIEF
Cav2.1 WLYF I PLI I IGSFFMLNLVLGVLSGEF
Cav2.2 WLYF I PLI I IGSFFMLNLVLGVLSGEF
Cav2.3 WLYF I PLI I IGSFFVL NLVLGVLSGEF
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Segment 11S6:
Cavl.1 CIYFIILFVCGNY ILLN V F LA1AV
Cavl.2 CIYFIILF ICGNY ILLN V F LAIAV
Cav2.l SIYFIILTLFGNYTLLN V F LAIAV
Cav2.2 SFYFIILTLFGNYTLLN V F LAIAV
Cav2.3 SVYFIILTLFGNYTLLNVFLAIAV
Segment 11156:
Cavl.1 AIF FI IY I I Ii AFFMMNIFVGFVI
Cavl.2 SIF Fil Y II II AFFMMNIFVGFVI
Cav2.J SIFYVVYFVVFPFFFVNIFVALII
Cav2.2 SIFYVVYFVVFPFFFVNIFVALII
Cav2.3 SIFYVVYFVVFPFFFVNIFVALII
D’après les structures cristallines des canaux potassiques où les
segments M2 (S6) du canal KcsA (état fermé) sont bien droits mais ils sont
déployés vers l’intérieur de la protéine dans le cas du canal MthK (état
ouvert), MacKinnon et son équipe proposent qu’une glycine du segment M2,
très conservée dans différents canaux potassiques, confère à la chaîne
peptidique la flexibilité requise pour faire pivoter le segment S6 lors de
l’ouverture du pore (Jiang et al., 2002b). Dans la séquence des canaux
calciques, il existe également un résidu glycine conservé dans le segment
1S6 et un autre dans le segment llS6 aux positions équivalentes des canaux
potassiques. Il serait donc important de tester ces deux glycines afin d’établir
un modèle complet de « gating » des canaux calciques.
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